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Die Darstellung von 1-Ascorbinsiiure (Vitamin C) 
aus den Tonsillen des Menschen und des Rindes 
in kristallisierter Form. 

Von 
Hans Heinrich Meyer. 
|Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg (Universitat). | 
(Eingegangen am 30. Januar 1939.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die verschiedenen quantitativen Bestimmungsmethoden _ fiir 
Vitamin C in tierischen Organen haben den Nachteil, daB sie nicht 
spezifisch sind. Es kann eine unbekannte reduzierende Substanz in 
dem Organextrakt vorliegen. Selbst das zuverlassige Verfahren von 
Fujita und Ebihara (1) kann keinen vélligen Schutz gegen eine solche 
Verwechslung bieten. Nun ist es zwar nicht die Aufgabe einer quanti- 
tativen Bestimmung nachzuweisen, da der betreffende Stoff vorhanden 
ist. Diese Forderung mu vielmehr die vorhergehende qualitative 
Analyse erfiillen. Der einzige Weg, auf dem véllige Klarheit erreicht 
werden kann, ist die Isolierung des Vitamins C aus dem Organextrakt. 
1928 gelang es Szent-Gydrgyi (2) die |-Ascorbinsaure aus den Nebennieren 
von Rindern zu gewinnen. Er erzielte eine Ausbeute von 300 mg pro kg. 
Hinsberg und Ammon (3) versuchten aus menschlichem Harn das Vita- 
min C als Osazon darzustellen, jedoch gliickte es nicht, das Vitamin C 
selbst zu finden. Die Verfasser glauben deshalb, daB es sich bei den 
gebrauchlichen Vitamin C-Bestimmungen im Harn um einen anderen 
reduzierenden Stoff handelt. Im _ Fiitterungsversuch beim Hund, 
welchem sie 600 mg |-Ascorbinséure gaben, haben sie das Vitamin 
als Osazon aus dem Harn dargestellt. Jedoch ist der Unterschied des 
Schmelzpunktes und des Drehvermégens zwischen dem reinen Vitamin- 
osazon und dem aus Hundeharn gewonnenen nach ihren Angaben so 
groB, daB es sehr zweifelhaft ist, ob wirklich Vitamin C vorliegt. Bei 
der groBen Zahl der Osazone ist die Isolierung eines Osazons selbst 
im giinstigen Fall nur ein Hinweis, kein Beweis. 

Bei der Untersuchung von menschlichen Tonsillen auf das Vor- 
handensein von Vitamin C kam folgender Arbeitsgang zur Darstellung 
in kristallisierter Form zur Anwendung. (Das Verfahren von Szent- 


Gyérgyi konnte wegen der geringen Organmenge nicht angewendet 
werden.) 


86,5 g¢ Tonsillen vom Rinde und 44,7 g vom Menschen standen zur 
Verfiigung. Die Tonsillen wurden mit nichtrostenden sterilen Instrumenten 
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zerkleinert und viermal soviel ccm 10% ige Essigsaéure zugesetzt, als das 
Organgewicht in g betrug. Obwohl die Tonsillen an sich keinesfalls steri! 
sind, empfiehlt es sich keimfrei zu arbeiten, da Bact. coli das Vitamin (’ 
zerstért. Die Fliissigkeit wurde nun zur Bereitung des Extrakts in eine 
starkwandige Selterflasche gefiillt, diese in ein Wasserbad gestellt, nachdem 
unter Atmospharendruck Kohlenséure eingeleitet worden war, das Wasse1 
bad vorsichtig bis zum Kochen erhitzt und die Flasche 6 bis 7 Minuten im 
kochenden Wasser stehengelassen. Dann erfolgte die Filtration des Flaschen 
inhalts. Das Filtrat war braun wie Fleischbriihe gefarbt und sehr triibe 
Zur Entfernung des EiweiBes, Glutathions und Cysteins dient Quecksilbe: 
acetat in 25° iger Lésung nach Emmerich von Eckelen (4). Etwa 25 cem 
dieser Lésung auf 100 cem_ Filtrat 
; wurde zugesetzt und nach _ vo6llige: 
u e Fallung durch ein Barytfilter filtriert. 
Die Filtration der noch immer ge- 
triibten Lésung erfolgte nun im Ultra 
filtrationsapparat nach Zsigmondy 
unter Stickstoffdruck von 25 Atm. 
durch das ,,Ultrafilter fein-fein ei- 

weiBbdicht**. 


Den technischen Aufbau des 
Apparats zeigt die Abbildung. Er be- 
steht im wesentlichen aus einer bron- 
zenen Kuppel (1), welche mit neun 
Schrauben auf einer Siebplatte (2) des 
gleichen Materials befestigt ist. Durch 


die sehr feine Kupferleitung (3) wird N 

oder CO, (wir benutzten nur N) in die 

Kuppel geleitet. Der Druck kann am 

Manometer (4) abgelesen werden. Das 

Membranultrafilter schiitzten drei 

Papierfilter und ein Vulkanfiberring 

vor Beschadigung. (Es muf auBerst 

vorsichtig - behandelt werden.) Das 

Abb. 1. Filtrat flo8 durch ein weites Vorstol 

rohr (5), welches durch einen Gummi- 

stopfen mit dem Hohldorn (6) der Filterplatte (2) verbunden war, in eine 

Saugflasche (7). In diese strémte aus dem Kippschen Apparat CO,. Gegen 

die AuBenluft war die Saugflasche durch ein mit Wasser gefiilltes kleines 

U-Rohr, dessen Schenkel oben zu Kugeln erweitert waren, abgeschlossen. 

Die Filtration dauerte etwa 8 bis 9 Stunden. Das Quecksilber wurde 

dann durch Schwefelwasserstoff in der Fliissigkeit ausgefallt. Reagierte 

diese nicht deutlich lackmussauer, wurde bis zu dieser Reaktion 10° ige 

Essigséure hinzugefiigt. Dann wurde die Hauptmenge des Quecksilber- 

sulfids abfiltriert und das Filtrat in der oben angegebenen Weise noch 

einmal ultrafiltriert. Eine Filtration durch Barytfilter reicht nicht aus, 

da das Quecksilbersulfid vermutlich durch EiweiBspuren, welche als 

Schutzkolloid wirken, kolloidal in Lésung gehalten wird. In manchen 

Fallen gelang es nicht den kolloidalen Schwefel zu entfernen. Es wurde 

dann die Fliissigkeit mit Schwefelkohlenstoff ausgeschiittelt, der gr6Bte Teil 

des abgestzten Schwefelkohlenstoffs abgelassen, und der Rest durch vor- 
sichtiges Erwairmen auf dem Wasserbad vertrieben. 


’ 
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Das Filtrat wird dann im Vakuum bei 35 bis 40° eingedampft. Es 
hinterbleibt eine fettahnliche, braéunlichgrau bis weil gefarbte Schmiere. 
Sie wird mit Aceton gut ausgeschiittelt, das Aceton vom Riickstand ab- 
yegossen und unter Vakuum abgedampft. Der weibe kristallinische Riick- 
stand wird in einer Mischung Aceton-Petrolather 1:1 gelést und untei 
Vakuum im Mikrorundkolben eingedampft. Diese Operation mu zur besseren 
Kristallisation zwei bis dreimal wiederholt werden. 

Aus 86,5 g¢ Rindermandeln wurden 0.0005 ¢ Substanz, aus 44,7 ¢ 
menschlichen Tonsillen 0,0003 g erhalten. Der Stoff konnte als l- Ascorbin- 
siure erkannt werden, da nach der Mikroschmelzpunktbestimmungs- 
methode von Kofler der Mischschmelzpunkt [untersuchte Substanz 
plus reine |-Ascorbinsaure (.Verk)| gleich dem Schmelzpunkt (190°) der 
reinen |-Ascorbinséure gefunden wurde. Die d-Form der Ascorbinsaure 
kann nicht vorgelegen haben, da sonst der Schmelzpunkt um 26° tiefer 
liegen wiirde (164°). Schma/fuss (5) fand, daB die von ihm zum Nachweis 
fiir Dioxvmaleinséure angegebene Reaktion mit 5° ,iger Merkuronitrat- 
lésung auch mit kleinsten Mengen |-Ascorbinsaéure gelingt. Sie beruht 
auf der Reduktion des Merkuronitrats zu metallischem Hg. Bei unseren 
Versuchen war die Probe positiv. Ich fand, daB Ascorbinsaéure in der 
Kalte die Trommersche Reduktionsprobe gibt. Auch diese Reaktion 
ist auBerst empfindlich und die charakteristische Farbung deutlich 


erkennbar. Glucose, Saccharose und Methylacetylearbinol geben diese 


Probe nicht. 


Auch kristallographisch wurden die trikline Kristallform der |-Ascor- 
binsaure, die gleichen Achsenwinkel und die gleiche Doppelbrechung 
gefunden. Die genaue kristallographische Bestimmung verdanke ich 
der Freundlichkeit von Prof. Rose vom hiesigen Mineralogischen Institut. 


Die Kristalle der ]-Ascorbinséiure zeigen unter dem Mikroskop das 
optische Verhalten von triklinen Kristallen. Sie sind optisch zweiachsig, 
und ihre Doppelbrechung ist negativ. Der Winkel der optischen Achsen 
betragt annahernd 80 bis 90°. Das Interferenzbild zeigt im konvergenten 
weiBen Licht (Konoskopie) eine asymmetrische Farbenverteilung, wie es 
dem triklinen System entspricht. Auch die auBbere Form der Kristalle 
weist auf das trikline Kristallsystem hin. Trotz des Auftretens von Kanten- 
winkeln, welche 89,3 und 90,7° messen, ist die Ausléschung nicht gerade, 
sondern es besteht stets eine bestimmte Ausléschungsschiefe von etwa 50° in 
bezug auf eine Kante, auf der zwei andere annahernd senkrecht stehen. 
Die Doppelbrechung ist sehr stark. Die nach dem Einbettungsverfahren 
mit Hilfe der Beckeschen-Linie gemessenen Lichtbrechungen betragen 
fiir « 1,503 und fiir y 1,7. Die Werte fiir « liegen zwischen der Lichtbrechung 
des Xylols 1,492 und des Cedernéls 1,515. Zur Ermitthing von y waren 
Mischungen von «-Monobromnaphthalein und Methylenjodid hergestellt 
worden. Die Lichtbrechung fiir y lag zwischen der einer Mischung mit der 
Lichtbrechung 1,6978 und der des reinen Methylenjodids von 1,739. Die 
kristallographische Bestimmung wurde mit der aus Rindertonsillen ge- 
wonnenen |-Ascorbinsaéure ausgefiihrt, bei der aus menschlichen 'Tonsillen 
dargestellten nicht. 


21* 
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Zusammenfassung. 

Ks wird eine Methode angegeben, nach welcher Vitamin C aus 
Tonsillen in kristallisierter Form dargestellt werden kann. Die Substanz 
wurde durch Mischschmelzpunkt und kristallographische Bestimmung 
verbunden mit zwei Mikroreaktionen, als Vitamin C bestimmt. Es 
werden ferner zwei neue Mikroreaktionen fiir |-Ascorbinsiure angegeben., 
von denen die eine von Schmalfuss gefunden wurde. 


An dieser Stelle méchte ich auch Frl. Robinson besten Dank fii 


ihre eifrige Hilfe aussprechen. 


Literatur. 
1) Fujita u. Ebihara, diese Zeitschr. 290, 182 u. 192, 1937. 2) Szent 
Gyérgyi, diese Zeitschr. 181, 433, 1927; Biochem. J. 22, 1387, 1928. 
- 3) Ammon u. Hinsberg, ebenda 288, 102, 1936. 4) E. vw. Eckelen. 
Nature 1933, Klin. Wechenschr. 1934. 5) Schmalfuss u. Keitel, Zeitsehi 


f. physiol. Chem. 188, 156, 1924. 




















Uber die Wirkung von Porphyrin. 
Cholat. Phosphat und Citrat auf die Autoxydation 
der Leinélsiiure in Pufferlisung. 
Von 
K. Hinsberg und G. Lahn. 
(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 3, Februar 1939.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In einer friiheren Arbeit war gezeigt worden, dai mit Porphyrinen 
die Autoxydation von Leinélsiuren in Phosphatpuffer bei Gegenwart 
von Cholaten sehr stark gehemmt, zum Teil sogar aufgehoben werden 
konnte. Es war bei der Durchsicht der Literatur aufgefallen, daB in 
verschiedenen Lésungsmitteln mit demselben Katalysator entgegen- 
vesetzte Wirkungen erzielt wurden, worauf schon friiher hingewiesen 
wurde, und es war deshalb notwendig, alle jene Stoffe, die als Lésungs- 
mittel Verwendung fanden, darauf zu priifen, ob und in welcher Weise 
sie einen positiven oder negativen katalytischen Effekt zu beeinflussen 
imstande sind. Da wir bestrebt waren die Wasserstoffionenkonzentration, 
die ebenfalls einen bestimmenden EinfluB ausiibt, méglichst konstant 
zu halten, wurde einesteils Phosphatpuffer und Citratpuffer verwendet 
und andererseits als Lésungsmittel fiir das Porphyrin bzw. Hamin, 
entsprechend den schon vorliegenden Befunden, Phosphatlésung, 
Alkohol und Pyridin genommen, und diese Stoffe sowohl einzeln wie 
zusammen mit Porphyrin untersucht. Da die Versuchsbedingungen 
bereits friiher eingehend beschrieben sind, erscheint es zweckmabig, 
nur noch die wesentlichsten Punkte kurz zu erwahnen. 

Die Leinélsaure hatte eine Jodzahl von 208, unter der Annahme, dai 
2 Mol O, pro Mol Leinélsiure aufgenommen werden; als Linolsiéure be- 
rechnet, ergibt sich fiir 0,84 g eine theoretische Sauerstoffaufnahme von 
134,5ecem reduz. Gefunden wurden im Durehschnitt 120 cem, wenn in 
reiner Phosphat-, oder 103 cem, wenn in Citratlésung bei Gegenwart von 
Cholat gemessen wurde. Diese Werte bezeichnen wir als sine-Werte, wahrend 
die Vohumschwankungen, die durch Temperatur und Barometerdifferenzen 
bedingt waren, als sine-sine-Werte bezeichnet sind und bei den Zahlen in 
den Tabellen schon in Abzug gebracht wurden. Diese Temperatur- und Baro- 
meterschwankungen waren bei der langen Dauer der Versuche unvermeidlich. 
Leinélsaure und saimtliche Reagenzien waren reinster Qualitaét und Kupfer 
konnte in ihnen mit der empfindlichen Kryogeninmethode nicht mehr 
nachgewiesen werden. 
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Der Phosphatputfer bestand aus 350 cem 3 Giger sekundiarer Natrivu 
phosphat- und 50 cem 3°%iger primirer Natriumphosphatlésung und hatt 
ein elektrometrisch kontrolliertes py von 7,15 bis 7,22. 

Der Citratpuffer war nach den Angaben von Sérensen hergestellt wid 
bestand aus 12,0 g Citronenséure, die in 200 cem carbonatfreier n-Natro 
lauge gelést waren und mit Wasser auf 1000ccm aufgefiillt wurden. Der 
pu-Wert wurde ebenfalls elektrometrisch gemessen und nétigenfalls dure! 
Zusatz von Natronlauge auf px 7,1 bis 7,3 eingestellt. 

Die in den Ansiatzen als ,,Mischung‘' bezeichnete Versuchslésung 
bestand aus 160 cem m/2 Natriumlinolat, 80 cem Natriumcholat, 18 °jig, 
160 cem NaH, PO,, 3 %ig. 

An Stelle des Phosphats wurde zum Teil Citratlésung verwendet und 
die Cholatlésung je nach Angabe fortgelassen. Die Wasserstoffionenkonzen 
tration der ,,Mischung** wurde immer durch Zugabe der entsprechenden 
Pufferlésung so reguliert, dai das py zwischen 7,10 und 7,30 schwankte. 

Die Sauerstoffaufnahme wurde volumetrisch gemessen mit eine! 
Apparatur, die von Hinsberg und Holland beschrieben ist. Durch ent 
sprechende Leerversuche wurden Temperatur- und Barometerschwankungen 
ausgeglichen. 

Am Kopf der Tabellen ist jeweils angegeben, welcher Puffer bzw 
welches Lésungsmittel Verwendung gefunden hat und ob mit oder 
ohne Zusatz von Cholat gearbeitet wurde. Unter ,,Mischung* ist immer 
jene Menge Puffer zu verstehen, in welcher 0,84 g Leinélsdure gelést 
waren. Als Porphyrin wurde ausschlieBlich Photodyn (Hamatoporphy- 
rin der Nordmarkwerke) verwendet und die hemmende bzw. f6rdernde 
Wirkung von Zusatzen danach beurteilt, wie sich die Sauerstoffaufnahme 
bei der noch deutlich wirksamen Dosis von 0,12 mg Hamatoporphyrin 
auf je 0,84 g Leinélsiure auswirkt. Die Tabellen sind aus Platzersparnis. 
griinden gekiirzt wiedergegeben und die abgelesenen Zahlen nur soweit 
aufgenommen, daf sich das wesentliche des Kurvenverlaufs erkennen 
1aBt. , 

Eigene Versuche. 

Der Ansatz | zeigt die Wirkung von Hamatoporphyrin in Phosphat 
puffer in Gegenwart von Natriumcholat. Noch mit 0,12 mg Porphyrin 
ist eine vollstindige Hemmung der O,-Aufnahme fiir 90 Stunden zu 
erkennen. Bei allen héheren Konzentrationen bis zu 7 mg pro Ansatz 
wurde ebenfalls eine vollstaéndige Hemmung der O,-Aufnahme iiber 
282 Stunden beobachtet. Auch 0,3 cem Pyridin verursacht zuerst 
eine kleine, gegeniiber der Porphyrinwirkung nicht wesentlich ins Ge 
wicht fallende Hemmung, die aber deutlich an der nach 282 Stunden 
aufgenommenen Menge Sauerstoff zu erkennen ist. 

Der Ansatz 2, ebenso zusammengesetzt wie Ansatz 1, zeigt nun 
wie durch Zusatz von Pyridin die hemmende Wirkung von Porphyrin 
vollkommen aufgehoben wird. Selbst 0,03 cem Pyridin sind noch wirk- 
sam, bei dieser Menge kommen 2 Mol Pyridin auf 1 Mol Porphyrin. 
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Ansatz 1. Leinélsiure, Phosphatpuffer, Na-Cholat. 





Nr. des Kolbens : 1 2 3 4 5 
Mischung, ccm 30 30 30 30, 30 
Porphyrin, mg 0,2 0,16 0,12 as 
Pyridin, ccm 0,3 
Stunden O,-Aufnahme, gemessen in ccm. 
19 46 0 0 ] 35 
24 50 0 0 1 47 
66 95 0 1 4 65 
99 108 ] 2 28 69 
121 113 3 4 87 2 
146 117 + 9 113 75 
186 121 15 67 122 2 
282 12: 40 100 - 83 


Ansatz 2. Phosphatpuffer, Na-Cholat. 





5 6 7 8 9 10 11 12 13 


re 
~ 


Nr. des Kolbens : 1 


Mischung,cem 30 30 30 30 30 30 30 30 30) 30 30 30° 30 


Porphyrin, mg — 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 

Pyridin, ecm — — |0,3 0,3 0,2 0,1 0,05; 0,03 

Alkohol, eem - l 1 0,5 0,3 0,2 

Stunden O,-Aufnahme, gemessen in cem. 

21 48| 1 | 87 | 22) 20} 207) 16 | 22) 2 5 5 5 6 
51 81; 3) 63) 68 63 | 66) 62 58 54 54/49 56 53 
75 96; 8 | 65 | 92/| 91 | 96 94; 92; 8 | 93! 89 | 94% 93 
100 108: 28 69 97 |101 108 109 109 104 117 111 114 113 
126 114; 89 | 72 1038 105 112 |113 !114 115 |126 |121 (122 !122 


Bemerkenswert scheint zu sein, daB mit Pyridin und Porphyrin 
die endgiiltige O,-Aufnahme gr6Ber als mit Pyridin oder Porphyrin 
allein ist. 

Alkohol allein ist unwirksam, er ist aber in der Lage, die Porphyrin- 
wirkung selbst in sehr kleinen Mengen zu kompensieren, so daB die 
O,-Aufnahme, die mit Porphyrin allein erst nach 75 Stunden beginnt, 
schon bei 40 Stunden lebhaft im Gange ist. Man muB also sagen, dab 
bei Gegenwart von Porphyrin Alkohol auf die O,-Aufnahme _ be- 
schleunigend wirkt, ganz anders also wie mit Pvyridin allein oder ohne 
Zusatz. 

Der Ansatz 3 gibt die Verhaltnisse in Phosphatpuffer ohne Cholat 
wieder. In reiner Pufferlésung ist die O,-Aufnahme erst gehemmt, 
erreicht aber friiher den Maximalwert als in Gegenwart von Cholat. 
Die Wirkung des Porphyrins ist wesentlich geringer geworden und 
bleibt in Gegenwart von Pyridin ganz aus. Bei Pyridin allein kann nur 
gegen Ende des Versuchs eine schwache Wirkung gefunden werden. 
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Ansatz 3. Phosphatpuffer, kein Cholat. 





Nr. des Kolbens: 1 2 3 4 
Mischung, cem 30 30 30 30 
Porphyrin, mg 0,12 - 0,12 
Pyridin, ecm 0,3 0,3 
Stunden Og-Verbrauch in cem. 
16 1 6 25 19 
26 27 19 39 35 
50 66 68 73 70 
85 97 108 100 99 
120 129 124 109 110 
143 129 128 112 114 


Im Ansatz 4 ist der Phosphatpuffer durch Citratpuffer ersetzt 
und, wie die Zahlen von Kolben 1 zeigen, ist die Autoxydation wesent- 
lich trager geworden, was besonders durch Vergleich mit Kolben 6 
zu sehen ist. Pyridin katalysiert die Oxydation, in seiner Gegenwart 
ist Hamatoporphyrin unwirksam, wahrend es allein in derselben Menge 
noch vollstandig hemmt und so stark wirkt wie etwa 0,24 mg in Phosphat- 
pufferlésung. Das bedeutet also einen Wirkungsverlust um 50°,, durch 
die Gegenwart von Phosphationen. Alkohol hat eine schwache, aber 
deutlich hemmende Wirkung. 


Ansatz 4. Citratpuffer, Na-Cholat. 





Nr. des Kolbens : 1 2 3 4 ) s* 
Mischung, cem 30 30 30 30 30 30 
Porphyrin, mg 0,12 0,12 
Pyridin, eem 0,3 0,3 
Alkohol, cem 1 
Stunden O,-Verbraucly in cem. 
15 2 0 16 16 0 41 
23 2 0 25 24 3 49 
$3 14 1 56 56 10 72 
46 18 0 61 64 10 81 
72 49 0 91 92 38 96 
95 74 1 96 98 52 106 
137 95 2 102 104 77 115 
158 98 2 101 104 117 
181 103 4 104 106 89 120 


* Phosphatpuffer + Cholat, dient zum Verglelch. 


LaBt man nun auch noch das Cholat fort (Ansatz 5), so ergibt sich. 
daB ohne weitere Zusatze die Sauerstoffaufnahme weiter verlangsamt 
ist. Sie ist beim Vergleich reiner Pufferlésungen am lebhaftesten im 
Phosphatpuffer bei Gegenwart von Cholat, dann folgt Phosphatpuffer 
ohne Cholat, Citratpuffer mit Cholat, Citratpuffer ohne Cholat. Pyridin 
entfaltet wie im Ansatz 4 eine geringe positive katalytische Wirkung. 
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Ansatz 5. Citratpuffer, kein Cholat. 





Nr. des Kolbens : 1 2 3 4 5 

Mischung, ecm 30 30 30 30 30 
Porphyrin, mg 0,12 0,12 
Pyridin, ccm 0,3 0,3 

Alkohol, cem 1 

Stunden Oy-Verbrauch in cem. 

15 0 l 18 12 l 

10 18 3 67 58 17 

68 54 6 83 81 47 

86 68 19 92 90 68 

110 76 50 97 95 78 

135 83 72 LOO 98 84 

180 91 87 103 102 9] 

208 93 88 105 104 94 


Porphyrin mit Pyridin verhalt sich so, als wenn nur Pyridin vorhanden 
ware, und Porphyrin allein hemmt bis zu 70 Stunden, ist aber wesent- 
lich weniger wirksam als bei Gegenwart von Cholat. Aus diesen Ver- 
suchsserien geht deutlich hervor, da®B fiir die hemmende Wirkung des 
Porphyrins die Gegenwart von Cholat wesentlich ist, das Phosphationen 
die hemmende Porphyrinwirkung teilweise aufheben, und daB man daher 
beziiglich der hemmenden Wirkung des Porphyrins optimale Be- 
dingungen bei Abwesenheit von Phosphat und bei Anwesenheit von 
Cholat findet. 

Was die im ganzen aufgenommene Sauerstoffmenge — betrifft, 
so ist sie in Gegenwart von Phosphatpuffer wesentlich gréBer als in 
Gegenwart von Citratpuffer, und auBerdem geht in diesem der Anstieg 
des Sauerstoffverbrauchs viel langsamer vor sich, d. h,. die Autoxydation 
von Leinélsiure verlauft in Gegenwart von Citratpuffer viel trager als 
in gleichen Versuchen mit Phosphatpuffer. 

Bei Verwendung von reiner Leindlsdure ist eine Wirkung von 0,12 mg 
Hamatoporphyrin auf den Oxydationsverlauf nicht zu erkennen. Die 
Zahlen schwanken innerhalb der Fehlergrenzen. Pyridin allein ist auf die 
freie Saure ebenfalls fast ohne Wirkung, wirkt aber mit Porphyrin zusammen 
deutlich aktivierend, wie aus Ansatz 6 mit Abb. | zu erkennen ist. Alkoho! 
wirkt in unseren Versuchen auf die Oxydation der reinen Saéure enorm be- 
schleunigend. Wir méchten zu diesen Versuchen aber bemerken, dab die 


ReaktionsgefaBe fiir die Versuchsmengen verhaltnismaBig gro waren 
und deshalb keine innige Mischung stattfand und vor allem keine homogene 


Lé6sung vorhanden war. 


Ansatz 6. Kein Puffer, kein Cholat. 





Nr. des Kolbens : 1 2 3 { 
Leinélsaure, g 0,8 0,84 0,84 0,84 
Porphyrin, mg - 0,12 0,12 
Pyridin, ecm 0,30 0,30 


Kurvenverlauf siehe Abb. | folgender Seite.] 
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Dieselben Versuche wie mit Hamatoporphyrin wurden ebenfalls 
mit Hamin angesetzt, welches entweder in Phosphatpuffer oder i; 
Pyridin gelést war. Die Ergebnisse zeigen die folgenden Tabellen 


W GO 0 WW @ wmoSd 


Abb. 1. Kurve I bis IV, vergleiche Ansatz 6, Kolben 1 bis 4. 


Es ist z. B. aus dem Ansatz 7 zu sehen, daB Hamin in Gegenwart vor 
Phosphat und Cholat selbst in relativ groBen Mengen fast keine Wirkung 
hat und auch auf die Autoxydation der freien Leinélsiure nur wenig 


Ansatz 7. Phosphatpuffer, Na-Cholat. 





Nr. des Kolbens : 


Mischung, ccm 30 : 30 30 : 0,84 2 
Himin, gelést Linolsaure 
in Phophat- 
puffer, mg f 2,5 0,5 





Stunden 9-Verbrauch in 
13 3! 0 a) ae 
23 4 : 21 2 
41 r y 76 34 
69 3: 68 74 
90) 2 86 G4 98 
113 98 106 108 
136 106 115 114 
185 116 123 121 
214 9: 120 126 123 99 


” 
" 
0 





einwirkt. Lést man dagegen das Hamin in Pyridin (Ansatz 8), so wird die 
Autoxydation durch 2,5 mg Hamin vollkommen gehemmt, das Pyridin 
allein verursacht, wie aus Ansatz 1 und 2 hervorgeht, nur eine gering: 
Hemmung. Die beobachtete Wirkung mu also dem Hamin-Pyridin 
Komplex zugeschrieben werden und ist noch bei 0,25 mg dieses Kom 
plexes nachweisbar; in diesem Falle allerdings tritt ein vollkommene! 
Ausgleich der Sauerstoffmengen nach 100 Stunden ein. Auf die freie 
Leinélsiure sind 0,5 mg Pvridin-Himin ohne Wirkung, so daB also 
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Ansatz 8. Phosphatpuffer, Na-Cholat. 





Nr. des’ Kolbens: 


Mischung, cem : : 30 ‘ 0,84 ¢ 
Hamin, gelést Linolsaure 

in Pyridin, mg 2, 5 25 0,5 

Stunden 

13 35 ‘ 9 27 

23 48 ; c 16 40 

41 71 ) 2! 70 62 

90 104 : y 97 Tn 

113 112 y ‘ 109 104 

136 115 - 115 112 

185 121] 7 : f 122 120 

214 123 124 122 


auch hier fiir das Zustandekommen der maximalen Wirkung die An- 
wesenheit der Phosphationen wesentlich ist (vgl. Ansatz 10). 


von § Betrachten wir weiter die Ansatze 9 und 10, in denen kein Cholat 
ung enthalten ist, so sehen wir hier sowohl in Bestétigung der Ansatze 7 
pnig und 8, daB die Anwesenheit von Pyridin fiir die hemmende Wirkung 
des Hamins notwendig ist, daB aber andererseits bei Abwesenheit von 
Cholat die Wirkung des Hamin-Pyridin-Komplexes stark abgeschwacht 
ist. Es ergibt sich also dasselbe Verhalten des Hamins wie des Por- 


phyrins, d. h. daB die Gegenwart von Cholat fiir seine Wirkung zwar 


nicht unbedingt notwendig, aber fiir den Grad der Wirkung ausschlag- 
vebend ist. In Citratpuffer und in Gegenwart von Cholat laBt sich 
noch eine deutliche Wirkung von Hamin, gelést in Phosphatpuffer, 
nachweisen, die ganz besonders stark ist, wenn das Hamin in Pyridin 
velést wird. Vergleichen wir hiermit die Ansatze 11 bis 14. so ergibt 


Ansatz 9. Phosphatpufter, kein Na-Cholat. 





Nr. des Kolbens : 


Mischung, ecm 
Himin, gelést 
in Phosphat- 
puffer, mg 5,0 


Stunden O,-Verbrauch in ccm. 
13 ~) 2) 
23 > 35 36 
41 50 dO 
69 9° 92 92 
96 106 109 
23 2 116 116 
136 119 119 
185 128 128 
214 131 131 
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sich in Ubereinstimmung mit den fritheren Versuchen eine gleichsinniye 
Wirkung wie mit Cholat, die in dem Grad ihrer Auswirkung abgeschwach = 
ist, aber in Gegenwart von Pyridin starker zutage tritt. 
: 
iM 
Ansatz 10. Phosphatpuffer, kein Na-Cholat. H 
| Nr. des Kolbens : 1 2 3 4 5 
Mischung, cem 30 30 30 30 30 
j Hamin, gelést 
| in Pyridin, mg 5,0 2,5 0,5 0,25 
Stunden O,-Verbrauch in ccm. 
13 il 0 12 18 15 
| 23 27 0 29 32 28 
41 47 1 50 54 51 
| 90 99 2 90 97 94 
113 106 2 98 107 107 
136 129 2 107 114 114 
165 68 114 120 119 e 
196 101 120 124 122 ; 
214 111 124 126 125 
os —" M 
Ansatz Citratpuffer, Na-Cholat. H 
Nr. des Kolbens : 1 2 3 ' 5 
eg 
Mischung, cem 30 30, 30 30 30 
Hamin, gelést 
in Phosphat- 
puffer, mg 5,0 2,5 0,5 0,25 
Stunden O,-Verbrauch in ccm. 
16 2 2 10 8 8 
46 18 3 29 16 23 
68 14 3 35 21 38 
| 94 74 2 4] 32 58 
136 95 56 52 59 79 
171 100 70 64 70 87 
178 103 73 67 We 88 
200 76 70 76 89 
si 
| Ansatz Citratpuffer, Na-Cholat. d. 
| Nr. des Kolbens : 1 2 3 4 5 gt 
ve 
| Mischung, cem 30 30 30 30 30 si 
| Hamin, gelést 7 
in Pyridin, mg 5,0 2,5 0.5 0,25 ‘ 
j | ; Of 
Stunden O,-Verbrauch in cem. a 
15 0 0 1 6 5 k 
$5 15 1 l 13 9 ' 
rE 73 49 2 2 15 13 si 
124 86 0 1 18 34 - 
te 173 101 1 2 29 82 
Ee 219 3 21 55 97 D 
Te 258 4 28 65 100 oe 
te 
Le 
| 
| i 








Anive 


rac nt 
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Ansatz 13. Citratpuffer, kein Na-Cholat. 





Nr. des Kolbens : ] 2 3 4 a 


Mischung, ecm 30 30 30 30 30 
Haimin, gelést 
in Phosphat- 


puffer, mg - 5,0 2.5 0,5 0,25 
Stunden O,-Verbrauch in cem. 
16 0) 18 24 19 16 
41 18 56 50 50 39 
60 44 79 68 67 57 
84 67 92 84 80 73 
109 76 94 9] 85 79 
150 88 102 101 94 
194 93 104 104 93 
218 94 104 104 94 


Ansatz 14. Citratpuffer, kein Na-Cholat. 





Nr. des Kolbens : 1 2 3 4 
Mischung, ecem 30 30 30 30 30 
Hamin, geldsi 
in Pyridin, mg 5,0 2,5 0,5 0,25 
Stunden O,-Verbrauch in cem. 
is) 0 1 | 9 7 
21 4 1 26 28 21 
45 21 2 63 50 43 
73 58 1 79 72 65 
124 81 1] 80 88 84 
173 90) | 97 96 93 
219 94 an 100 100 98 
246 25 101 101 100 
269 50 102 102 103 


Besprechung. 


Uberblickt man das Ergebnis der vorstehend mitgeteilten Versuche, 
so muB man feststellen, daB fiir die katalytische Wirkung auf die Autoxy- 
dation der Leinélsiure die gesamte Zusammensetzung des Reaktions- 
gemisches von ausschlaggebender Bedeutung ist. Abgesehen von der 
verhaltnismaBig geringen Wirkung des Alkohols und ohne Beriick- 
sichtigung der Wasserstoffionenkonzentration zeigt sich, daB sowohl! 
die Art der Pufferlésung, als auch Zusatze anderer Art, z. B. Cholat 
oder Pyridin, nicht nur einen graduellen EinfluB haben, sondern sogar 
eine Umkehrung der katalytischen Wirkung anderer Stoffe hervorrufen 
kénnen. Besonders ins Auge springend ist der Umstand, daB die Chol- 
siure bei der Wirkung des Hamatoporphyrins eine ebenso hervor- 
ragende Rolle spielt wie das Pyridin fiir die Wirkung des Hamins. 
Diesem Umstand hat auch schon Franke (I, 8. 248) seine Aufmerksamkeit 
geschenkt. Er findet bei der Beeinflussung der Pyridinkatalvse der 
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Leinélsiure eine Hemmung durch Piperidin, Anilin, Athylanilin, Xylol, 
Toluol und Amylacetat, geringe Férderung durch Pyrrol und Pyridin 
und starke Forderung durch Dimethylanilin. Im allgemeinen ist eine 
..gruppenweise Abstufung der Reaktionsgeschwindigkeiten” zu er- 
kennen, doch laBt sich hier kein prinzipieller Unterschied zwischen 
basischen und neutralen oder zwischen sekundaren und tertiéren Base 
erkennen. Bei reiner Lein6élsiure wirken die basischen Lésungsmitte| 
fordernd, wenigstens zu Beginn des Versuchs (Franke I, 8. 132, beziiglich 
der veranderten Wirkung bei verschiedenen Substraten siehe 8. 137 

Die Frage, ob hier Komplexverbindungen, die sich aus den Kom. 
ponenten bilden kénnen, eine Rolle spielen, muB vorerst unbeantwortet 
bleiben. Da wir aus friiheren Versuchen wissen, daB z. B. die Por- 
phyrinwirkung abhangig ist von den freien Carboxylgruppen im Molekii! 
denn die Ester sind in unseren Versuchen wirkungslos und fluoreszieren 
auch nicht, und da auch andererseits schon gefunden wurde, da dic 
hemmende Wirkung der Porphyrine aufh6rt, sobald sie durch Oxydation 
zerstort sind, ergibt sich weiter die Frage, wie weit die zugesetzten 
Katalysatoren selbst durch Oxydation verandert werden und damit 
ihre Wirkung verandern. Beim p-Phenylendiamin schlieBt Franke (1, 
S. 133) aus der Braunfirbung der Lésung auf die Bildung chinoider 
Oxydationsprodukte, die reaktionsverzégernd wirken. Man kann an- 
nehmen, daB etwas Ahnliches auch fiir das Pyridin zutrifft, welches 
in den ersten Versuchsstunden nach Franke eine beschleunigende Wirkung 
hat. Gegen Ende des Versuchs tritt eine Hemmung ein, die zwar nicht 
sehr stark, aber deutlich ist. Fiir das Hamin wird von Franke (II, 8. 252) 
die Bildung von relativ bestandigen Molekiilbruchstiicken angenommen, 
die den weiteren Angriff des Sauerstoffs erschweren. Dies bezielit 
sich besonders auf jene Beobachtungen, wie.z. B. im Ansatz 1, Kolben 4, 
wo in den ersten 66 Versuchsstunden eine fast vollstandige Hemmung 
vorhanden war, die dann aber einer ungehemmten Oxydation Platz 
macht. Da auch das Phosphat als solches eine deutliche Wirkuny 
bei dem EinfluB des Pyridins entfaltet, nehmen wir an, da die Phos- 
phationen selber in das ganze Reaktionssystem eingreifen. Einen 
Beweis kénnen wir fiir diese Anschauung natiirlich aus den vorliegenden 
Versuchen noch nicht erbringen, doch spricht sehr dafiir, daB in Phos- 
phatpuffer von der Leinélsiure mehr Sauerstoff aufgenommen wird 
als in Citratpuffer. Auf diesen Unterschied in der aufgenommenen 
Sauerstoffmenge méchten wir besonders hinweisen, denn er zeigt, dali 
die Oxydationen in einer anderen Phase abbrechen miissen, Einesteils 
lie sich das schon friiher an einer veranderten Kohlensdurebildung 
zeigen, andererseits miissen auch die intermediar gebildeten Zwischen- 
produkte anders sein, wie an anderer Stelle durch Untersuchung der 
Reduktionswerte dargetan werden konnte. 
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Ungeklart bleibt vorlaufig noch, warum Pyridin die Wirkung 
von Porphyrin aufheben und die von Hamin sogar umkehren kann. 
Franke, der ahnliche Beobachtungen gemacht hat, fiihrt dies auf die 
Bildung von Additionsverbindungen zuriick, die von Fischer und Mit- 
arbeitern aus Hamin und Pyridin kristallisiert erhalten wurden. Fiir 
das Porphyrin sind derartige Additionsverbindungen nicht beschrieben 
worden, denn die von Zeile beschriebenen Molekiilverbindungen zwischen 
Protoporphyrin einerseits und Pyridin oder Histidin u. a. andererseits 
kommen im vorliegenden Falle nicht in Frage, weil die Entstehungs- 
bedingungen ganz anders sind. Da sowohl von Himin wie von Por- 
phyrinlésungen eine Verschiebung der Absorptionsspektren in Pyridin- 
lisung gegeniiber indifferenten Lésungsmitteln bekannt ist, méchten 
wir als Arbeitshypothese annehmen, daB auch aus Porphyrin und Pyridin 
eine Additionsverbindung entsteht, deren katalytische Eigenschaften 
ganz anders sind als die des freien Porphyrins. (Vgl. Fischer-Orth, 
Chemie des Pyrrols Il, 8. 612ff.) 

Es ist weiter daran zu denken, da beim Hamin durch Bildung 
des Komplexes mit einem basischen Teil, besonders mit einem hetero- 
cyclischen Ring, eine wesentliche Verschiebung des Redoxpotentials 
eintritt. Derartige Messungen sind von Lyman und Barron und auch 
von Barron durchgefiihrt worden. Es ergibt sich, daB bei konstanter 
Haiminkonzentration und py 9,2 in Boratpuffer das Redoxpotential 
von — 0,23 Volt durch Picolin auf — 0,022, durch Pyridin auf + 0,017 
und durch Nicotin auf — 0,050 Volt verandert wird. 

Betrachten wir die Kurve von Barron}, so ergibt sich eine Abhangigkeit 
der Redoxpotentiale vom px, aber eine vollkommen lineare Beziehung. 
sei Zusatz der Basen werden die Potentiale nach der positiven Seite ver- 


schoben, und fiir das gleiche py 7.3 ergeben sich ungefahr folgende 
Zahlen: 
pb | eee yn a Pe Be are ee a 0,166 Volt 
any PROMONNO Ts c50s won wus eee 0,125 
OR OS oe eR ee 1 + 0,11 
- MINING 9px ccd ig ace dratg alice Sore kG L O.15 
as TUR MMMEIUU Sh. fore acsgr ese bows x) RTETS ww a OR L 0.17 


Demnach wird durch Zusatz von Pyridin gegeniiber Phosphat das Potential 
um rund 0,27 Volt verschoben. 

Die Erscheinung der Haminkatalyse mit und ohne Pyridin ware 
dann so zu erklaren, daB bei dem niedrigen Redoxpotential in Pyridin 
die primar gebildeten Peroxyde (nach Franke) zerstért werden und daher 
die Reaktionskette zum Abbruch kommt, wahrend ohne Pyridin bei 
dem wesentlich héheren, d.h. negativeren Potential die Sauerstoff- 
libertragung im Gegenteil geférdert wird. Da nun Porphyrin sich ent- 


! Barron, J. of biol. Chem. 121, 300, 1937. 
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gegengesetzt verhalt, scheint es aus den weiter oben dargelegten Griinde, 
berechtigt, bei Zusatz von Pyridin ebenfalls eine Komplexbildung ay 
zunehmen, bei der aber die Verschiebung der Redoxpotentiale im ent. 
gegengesetzten Sinne eintreten miiBte. 

Weitere Versuche dariiber, ob sich die beschriebenen Wirkungen 
beziiglich der Umkehrung des Katalvsatoreffektes auch auf ander 
Komplexsalze der Porphyrine und auch auf andere Basen erstreckt. 
sind beabsichtigt. Es scheint noch wesentlich darauf hinzuweisen. 
dafB die Wirkung eines Katalvsators zu Beginn und gegen Ende der 
Autoxydation verschieden sein kann und da zur Beurteilung alle 
in dem System vorhandenen Stoffe mit herangezogen werden miissen 
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Autoxyvdation 
von Leinélsiiure in Gegenwart von Porphyrinen®. 
Von K. Hinsberg und H. Nowakowski. 
(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 3. Februar 1959.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In der vorstehenden Arbeit ist gezeigt worden, daB die Beeinflussung 
der Autoxydation von Leinélsiure in Pufferlésung durch Porphyrin 
und Hamin von einer ganzen Reihe von Faktoren abhangig ist. Es 
zeigt sich, 1. da der Verlauf der Oxydationskurve der Leinélsdiure 
ohne Katalysator durch Zusatz von Natriumcholat und auch von 
Citrat gehemmt wird, wenn man die in Phosphatpuffer gewonnenen 
Zahlen zum Vergleich nimmt; 2. daB auch die Wirkung der .,Kata- 
lvsatoren** von den anderen Zusatzen abhangig ist, und zwar hemmt 
Hamatoporphyrin in Phosphat-Cholatgemisch ; der Zusatz von 0,3 ecm 
Pyridin hebt diese Wirkung auf, man beobachtet zu Beginn des Versuchs 
sogar eine Aktivierung, was auf den EinfluB des Pyridins allein zuriick- 
zufiihren ist. Hamin allein hat auf die Autoxydationskurve fast keinen 
KinfluB, aber durch Zusatz von 0.3 cem Pyridin ergibt sich eine totale 
Hemmung. Ohne Zusatz von Natriumcholat fehlt fast jede Katalvse 
von Porphyrin, als auch beider zusammen. In Citratpuffer sind die 
Wirkungen von Hamatoporphyrin, Hamin und Pyridin noch aus- 
gesprochener als in Phosphatpuffer, im Prinzip liegen sie aber in der 
gleichen Richtung. 

In friiheren Untersuchungen hatten Hinsherg und Ammon bereits 
die unterschiedliche Wirkung von Uro-, Kopro- und Hamatoporphyrin 
gezeigt, es waren aber keine genauen quantitativen Verhaltnisse an- 
gegeben worden. Auf Grund der inzwischen gefundenen wesentlichen 
Wirkung des Pyridins war es notwendig, auch die tibrigen Porphyrine 
auf ihr diesbeziigliches Verhalten zu untersuchen und die quantitativen 
Beziehungen genauer festzulegen. 

Methodik: Die methodischen Daten sind in der vorstehenden Arbeit 
mitgeteilt und wurden auch hier beibehalten. Es wurden alle Versuche in 
cholathaltigem Puffer angesetzt. Die Porphyrinlésungen wurden folgender- 
maBen hergestellt. 

1. Protoporphyrin. 2 mg werden in 4cem m 5-NaOH gelost. 


2. Deuteroporphyrin: 2 mg werden in 0,5 cem m 5-NaOH gelost und 


mit m/5-KH,PO, zu 4ccm aufgefiillt. 


3%. 
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3. Koproporphyrin II]: 4mg Ester werden mit 0,5 cem 25 °Ziger 
Salzsiure 30 Minuten auf 100° erhitzt, mit der vorher bestimmten Meng: 
NaOH neutralisiert und mit Wasser zu 4cem aufgefiillt. 

4. [souroporphyrin: 4 mg Ester werden mit 1 ccm 25° iger NaOu 
I Stunde auf 100° erhitzt, mit Salzsdure neutralisiert und mit Wasser 7) 
4cem aufgefiillt. 

Die Porphyrinlésungen wurden nicht linger als 24 Stunden im Ei- 
schrank aufbewahrt. Samtliche Versuchsl6sungen sind kupferfrei, mit 
doppelt destilliertem Wasser und reinsten Reagentien hergestellt. All 
GlasgeféBe sind vor Gebrauch mit warmer konzentrierter Salpetersaur 
und oft mit bidestilliertem Wasser zereinigt worden. 

Fir jeden einzelnen Kolben wurde 0,84 g Leinélsaéure verwendet. di 
fiir die ganze Versuchsserie aus einer einheitlichen Lieferung stammt: 
Die Versuche sind im einzelnen nach folgenden Gesichtspunkten an 
geordnet : 


A. Autoxydation der reinen Leinélsaure in Phosphat- und Citratpuffe 
in Gegenwart von Cholat. 
B. Wirkung der Porphyrine auf die Autoxydation. 
1. Wirkung von Koproporphyrin bei verschiedener Konzentration 
und verschiedenen Puffern. 
Das gleiche fiir Proto-, Deutero- und Isouroporphyrin. 
Wirkung gleicher Porphyrinkonzentrationen in verschiedenen 
Puftergemischen. 


Wirkung von Porphyrin-Pyridin auf die Autoxydation. 


A. Reine Leinélsiure in Pufferlésung. 


Ks war nicht die Absicht, durch die nachfolgenden Untersuchungen 
einen Beitrag zu dem Problem der Autoxydation selbst, d.h. zu den 
intramolekularen Umwandlungen zu lieferrr, sondern es sollte unter- 
sucht werden, wie sich die katalvtische Wirkung der einzelnen Por 


phyrine zueinander verhalt, und ob in allen Fallen durch andersartige 
Zusatze der gleiche Reaktionsmechanismus ausgelést wird. 


Die bereits von Hinsberg und Lahn gefundene Tatsache, daB die 
Gesamtsauerstoffaufnahme in Phosphatpuffer gr6Ber als in Citratpuffer 
ist, konnte bestatigt werden (Tabelle I). Dabei ergab sich weiter, dali 
das px in Citratpuffer trotz der geringeren Sauerstoffaufnahme weiter ab- 
sinkt als in Phosphatpuffer, wahrend frither immer gefunden worden war, 
daB die Anderungen in der Wasserstoffionenkonzentration unter gleichen 
Bedingungen parallel der Sauerstoffaufnahme gehen. Die Starke der 
Anderung in der H-Ionenkonzentration kann sowohl auf einer geringeren 
Pufferkapazitat des Citratpuffers beruhen, als auch in einem veranderten 
Molekiilabbau der Linolséure. Wir glauben aber, daB ersteres das 
Wahrscheinlichere ist. Weiter zeigt sich, wie aus der Abb. 1 hervorgeht. 
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olge daB in Citratpuffer eine wesentlich verlangerte Induktionszeit, etwa 
feng: 50 Stunden vorhanden ist. Zu diesem Zeitpunkt hatte die Sauerstoff- 


aufnahme im Phosphatpuffer bereits 50°,, des Maximalwertes erreicht 
nA OH 


(Angaben siehe Tabelle 


Tabelle IL. 





Kolben Nr. 


Mischung in cem..... 30 30 30 
Nach 230 Std.: 
O,-Verbrauch 35 134 108 
6,39 6,36 5,67 5.67 
Kolben Nr. 1 2: Phosphatgemisch (pH vor dem Versuch 7,28). 


Kolben Nr. 3/4: Citratgemisch (pu vor dem Versuch 7,24). 


B. Wirkung verschiedener Porphyrine. 
Um die Wirkung der Porphyrine auf die Autoxydation der Leiné| 
siure zu zeigen, haben wir durch systematische Abstufungen der Konzen 


trationen die kleinste noch hemmende Wirkung fiir jedes Porphyrin 


bestimmt. 
Der erste Versuch, Tabelle IL, Abb. 2 und 3, bezieht sich auf die 
Wirkung von Koproporphyrin LLL. 


Tabelle Il. pu vor Beg 7,24. 





Kolben Nr. 


Puffer cem 
Mischung cem : : : : 30 
Koproporphyrin mg .. ¥. hoo 12! 0,062 


Nach 250 Stunden: 
ecem O,-Verbrauch .. 112 
: 5.67 
Phosphat. 
Nach 230 Stunden: 
cem O,-Verbrauch . . 134 
6,35 
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Aus der Ubersicht Tabelle II ist zu entnehmen, daB noch 0.062 me 

wirksam sind, daB aber, wenn die Sauerstoffaufnahme ihr Maximum 

erreicht hat, bei den verschiedenen Puffern keine Anderung in de: 
Wasserstoffionenkonzentration gegeniiber dem Blindwert (Kolben 2 

eingetreten ist. Die Pufferlésung allein (Kolben 1) zeigte auch nach, 

250stiindiger Versuchs.- 

n dauer keine Anderung de: 
H-lonenkonzentration 

Auch dort, wo in Citrat- 

puffer durch Zusatz von 




















Koproporphyrin eine ab 
| : solute Hemmung der 
Sauerstoffaufnahme — er 
zielt wurde, hatten sich 
die H-Ionen nicht ge- 
0 andert. Im iibrigen geht 
| Abb. 2. Koproporphyrin IIL in Phosphatpuffer. aus den Kurven (Abb. . 
hervor, da} bei geeigneter 
ta mn ; Dosierung der Porphyrine 
ied die Induktionszeit wesent- 
re ‘ lich = verlangert — wird 
| Ohne Katalysatoren  be- 
0 ginnt in Phosphatpuffer 
die Autoxydation nach 
15 Stunden, in Citrat- 
puffer nach etwa 50 Stun- 
Abb. 3. Koproporphyrin LL in Citratpuffer. den; wahrend man durch 
LE _ Zusatz von Kopropor- 
phyrin in Phosphatpuffer durch 0,062 mg die Induktionszeit — bis 
| auf etwa 25 Stunden verlangert, wird sie in Citratpuffer bis auf etwa 
70 Stunden verlingert (Abb. 3). Diese Induktionszeit scheint nun ein 
direktes Ma der Hemmungswirkung zu sein, denn in Citratpuffer wird 
z. B. durch 0,125 mg Koproporphyrin die Induktionszeit bis auf 
125 Stunden, d.h. nicht ganz das Doppelte wie durch halbe Menge 
i | Porphyrin verlingert. Man kann dies durch einen Hemmungsindex 
Ped ausdriicken z. B. 
re | 
Zusatz Induktionszeit 
| | mg Porphyrin in Stunden 
} 
Beginn der Autoxydation (sine-Phosphat) .. 15 
im a (Porphyrin) ...... 0.5 180 
Deuteroporphyrin 
ih 
Py > | Das Mehrfache an Hemmung bei Zusatz von 0,5 mg Porphyrin laBt sich 


durch das Verhaltnis von 180: 15 12:1 ausdriicken. oder man 
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hatte in diesem Falle einen Hemmungsindex von 12 zu setzen. Auf diese 
Weise werden nun fiir die vier untersuchten Porphyrine fiir jede wirk- 
same Konzentration die Indices berechnet, die also als (Quotienten 
aus der Induktionszeit mit und ohne Zusatz von Porphyrin erhalten 
wurden (vgl. hierzu Olcott und Mati/l). Aus der Abb. 2 und 3 errechnen 
sich dann folgende Tabellen, aus denen zu entnehmen ist, daB die Wirkung 
des Koproporphyrins aufhért, sobald die Indices gleich 1 sind. Auch ist 
hieraus zu entnehmen, da die relative Wirkung desto gr6éBer ist, d. h. 
die Indices steigen desto héher an, je geringer die Induktionszeit in 
reiner Pufferlésung ist. Die Indices sind natiirlich nur dann zu messen, 
wenn die Sauerstoffaufnahme angefangen hat, d.h. wenn keine vdilige 
Hemmung mehr vorhanden war. 

Aus den Tabellen Il und IV ist fiir das Koproporphyrin zu 
ersehen, daB sowohl in Phosphat- wie in Citratpuffer die eben noch 
wirksame Dosis bei etwa 0,05 mg liegt, d. h. dann ware der Index nahe | 
veworden. Mit anderen Worten, die Hemmungsgrenze ist in beiden 
Puffern gleich, wahrend die Wirkung in gréBeren Konzentrationen in 
Citratpuffer stairker ist, wie es auch fiir das Hamatoporphyrin §ge- 
funden wurde. 


Tabelle WT. Hemmungsindex von Koproporphyrin in Phosphat. 








Porphyrin Hemmung Porphyrin Hemmung 
‘ Index ° Index 
mg Stunden mg Stunden 
15 l - 15 l 
0,5 130 8,6 0,125 
0,25 60 4 0,062 20 1,3 
Tabelle IV. Hemmungsindex von Koproporpbhyrin in Citrat. 
Porphyrin Hemmung Porphyrin Hemmung 
aa Index : Index 
mg Stunden mg Stunden 
50 1 50 l 
0,5 iiber 210 iiber 4,2 0,125 110 2,2 
0,25 210 » Bye 0.062 70 1.4 


= ” 


Aus der Tabelle V, Spalte 3, kann man fiir das Protoporphyrin 
ablesen, daB 0,062 mg keinen Einflu8 mehr auf die Autoxydation 
haben, wahrend aus Tabelle VI zu ersehen ist, da} dieselbe Menge in 
Citratpuffer noch vollstaéndig hemmt und die Wirkung erst bei 0,007 mg 
aufhért. 





Tabelle V. Hemmungsindex von Protoporphyrin in Phosphat. 
Porphyrin Hemmung Porphyrin Hemmung 
Index . Index 
mg Stunden mg Stunden 
15 l 1d l 
0.5 iiber 210 iiber 14 0,125 40) 2,6 


0,25 140 9,3 | 0,062 a) ] 
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Tabelle Vil. Hemmungsindex von Protoporphyrin in Citrat. 








Porphyrin Hemmung Porphyrin Hemmung 
; Index : Index 
ing Stunden mg Stunden 
50 1 50 1 
0,5 iiber 240 iiber 4,8 0,03 iiber 220 liber 4,4 
0,25 ». 240 » 48 0,015 140 2,8 
0,125 » 240 ee 0,007 60 L,2 
0,062 > om ~ a0 


Fiir das Deuteroporphyrin ergeben sich ahnliche Verhaltnisse 
wie bei dem eben beschriebenen Porphyrin. In Phosphatpuffer findet 
man die Grenze der Hemmung zwischen 0,162 und 0,125 mg (Tabelle VII 
und VIII), wahrend in Citratpuffer die Werte wieder entsprechend 
niedriger zwischen 0,03 und 0,05 liegen. Die unterhalb dieser Konzen 
tration liegenden Mengen haben auf den Verlauf der Sauerstoffabsorp- 
tion keinen EinfluB. Sie verlauft so, als wire kein Katalvsator vorhanden 


Tabelle VII. Hemmungsindex von Deuteroporphyrin inP hosphat. 











Porphyrin Hemmung Porphyrin Hemmung 
‘ Index Index 
mg Stunden mg Stunden 
15 l = 15 l 
0,5 180 12 0,125 35 2,3 
0,25 75 5 0.062 15 1 
Tabelle VIII. Hemmungsindex von Deuteroporphyrin in Citrat 
Porphyrin Hemmung Porphyrin Hemmung 
: Index é Index 
mg Stunden mg Stunden 
50 I 50 1 
0,49 iiber 240 liber 4,8 0,03 — 50 1 
0,27 » 240 ig 0,015 50 1 
0,11 » 240 4.8 0,007 50 l 
0.05 150 3 





Die Tabellen [IX und X geben nun die Verhaltnisse fiir das [souro 


porphyrin wieder. Die im einzelnen gefundenen Zahlen sollen nicht 


besprochen werden, wichtiger erscheint uns die Zusammenstellung 
von Abb. 4, in der die vier untersuchten Porphyrine ihrer Wirkung 


entsprechend nebeneinander gestellt sind, aus der ersichtlich ist, dal 


Tabelle IX. Hemmungsindex von Tsouroporphyrin in Phosphat. 





Porphyrin Hemmung Porphyrin Hemmung 
Index . , Index 
mg Stunden mg Stunden 
15 15 1 
0,5 45 S 0,125 20 1.3 
0,25 35 2.3 0,062 15 1 
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Tabelle X. Hemmungsindex von Isouroporphyrin in C itrat. 











Porphyrin Hemmung Porphyrin Hemmung 
. Index ‘ Index 
mg Stunden mg Stunden 
50 1 50 1 
0,5 iiber 250 iiber 5 0,125 70 14 
0,25 200 4 0,062 50 1 
160 r- 
cm 
r 
| ¢ 
Abb. 4. Je 0,5 mg Porphyrin in Phosphatpuffer. 
1 = Isouroporphyrin. 2 Koproporphyrin. 3 Deuteroporphyrin. 


4 Protoporphyrin 


die Gesamtsauerstoffaufnahme nicht veraindert wird, Als letzte Spalte 
der Tabelle XI sind noch die entsprechenden Werte aus der Arbeit 
Hinsberg und Lahn fiir das Haimatoporphyrin angegeben. (Die ein- 
geklammerten Zahlen sind durch Extrapolation gewonnen.) Man kann 
erkennen, daB der Grad der Oxydationshemmung sehr verschieden ist 


Tabelle XI. Oxydationsbeginn (in Stunden) nach Zusatz der 
Porphyrine in Phosphatpuffer. 





Porphyrin Protoporphyrin Deuteroporph. Koproporphyrin Isouroporphyrin Hamatoporph. 


mg Stunden Stunden Stunden Stunden Stunden 

15 15 15 15 15 

0.5 liber 210 180 130 45 iiber 280 

0,25 140 75 60 35 189 

0,125 40 35 20 90) 
0,062 15 15 20 15 (40) 
extrapol. 


und in der Reihenfolge Hamato-, Proto-, Deutero-, Kopro- und Lsouro. 
porphyrin abnimmt, wobei von den natiirlichen Porphyrinen das 
Protoporphyrin am starksten wirkt. Im Citratpuffer zeigt sich diese 
Abstufung der Wirkung noch ausgesprochener (Tabelle XII). 
Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen von Hinsberg und 
Ammon, so wird der verschiedene Wirkungsgrad der Porphyrine be- 
statigt. Die Zeitdauer der Hemmung (Induktionszeit) von je 0.5 mg 
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Tabelle NIL. Oxydationsbeginn (in Stunden) nach Zusatz ds 
Porphyrine in Citratpuffer. 





Porphyrin Protoporphyrin Deuterophorphyrin Koproporphyrin Jsouroporphyrin 
mg Stunden Stunden Stunden Stunden 
50 50 50 50 
0,5 iiber 240 iiber 240 uber 210 liber 250 
0,25 » 240 » 240 » 210 200 
0,125 » 240 » 240 110 70 
0,062 . 2 150 70 50 
0,03 so ©6220 50 
0,015 140 50 
0,007 60 50 


Porphyrin fanden Hinsberg und Ammon bei Isouroporphyrin zu etwa 10. 
bei Koproporphyrin zu etwa 40 Stunden. Da in der vorliegenden Arbeit 
als Induktionszeit fiir dieselben Porphyrinmengen 45 bzw. 160 Stunden 
gefunden wurden, ist dieser Unterschied vermutlich der in den friitheren 
Versuchen vorhandenen Kupferkatalyse zuzurechnen. H. Fischer fand 
in seinen Versuchen Unterschiede in bezug auf die Lichtsensibilisierung, 
und zwar wirken Proto- und Deuteroporphyrin kaum, Koproporphyrin 
starker und Uroporphyrin am starksten, was mit den Ergebnissen 
unserer Versuche iibereinstimmt, aber eine entgegengesetzte Reihen- 
folge erkennen 1laBt. 

Statt des Hemmungsindex lieBesich natiirlich auch der Halbwertszeit 
index berechnen. Dieser wiirde angeben, um das Wievielfache die Zeit 
verlangert wird, bei welcher die Halfte der maximalen Sauerstoffmenge 
aufgenommen ist. Eine derartige Berechnung wiirde sich nicht von dem 
Hemmungsindex wesentlich unterscheiden und wir begniigen uns deshalb 
mit diesem kurzen Hinweis. 


(. Porphyrine und Pyridin bei der Autoxydation der Leinolsiure. 

Die widersprechenden Befunde der verschiedenen Autoren tiber 
die Wirkung der Hamine und Porphyrine erklaren sich zum Teil auch 
daraus, daB die untersuchten Katalysatoren in Substanzen gelést waren, 
die allein schon katalytischen EinfluB auf die Autoxydation der Lein- 
6lsiure haben. Gerade Pyridin wurde haufig als Losungsmittel ver- 
wandt. Franke fand, da Pyridin allein in alkoholischer Lésung akti- 
viert, auBerdem aber noch die Wirkung des Haimins verstarkt. Auch 
R. Kuhn und Meyer beobachteten bei Pyridinhamin eine starke Be- 
schleunigung der Oxydation, wahrend Phosphathimin wesentlich 
schwachere Wirkungen entfaltete. Die Autoxydation der LeinG6lsaiure 


im Phosphat-Cholatgemisch Bedingungen, die den unseren ja ent- 
sprechen wird durch 0,3 cem Pyridin gehemmt, im Citratpuffer 


dagegen ist eine ausgesprochene positive katalvtische Wirkung vor- 
handen (Lahn). Aus den Versuchen von Lahn ergibt sich nun weiter, 
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daB bei Zusatz von 0.3.cem Pyridin zu 0,13 mg Hamatoporphyrin 
Hemmung bis 72 Stunden) die hemmende Wirkung des Porphyrins 
vollstandig aufgehoben wird. Das gleiche gilt im Citratpuffer. Be- 
merkenswerterweise ergeben 0,3. cem Pyridin mit Hamin eine voll- 
standige Hemmung! 

Es lag natiirlich sehr nahe zu priifen, ob diese Befunde sich auf 
alle Porphyrine iibertragen lieben. Wir untersuchten wieder vier Por- 
phyrine sowoh] im Phosphat- als auch Citratpuffer. Es wurde immer 
eine Konzentration gewahlt, die eine deutliche Hemmung erkennen 
lieB, bei der aber der Autoxydationsverlauf bis zur endgiiltigen O,-Auf- 
nahme verfolgt werden konnte. Zu dieser Konzentration wurden 0,3 ccm 
Pyridin (gereinigt) gesetzt. 

Die Tabellen XIIL und XIV zeigen die verwendeten Porphyrin- 
mengen in beiden Pufferlésungen. Im Phosphatgemisch scheint die 
O,-Aufnahme etwas unter der Norm zu liegen, waihrend das bei den 
Citratwerten nicht der Fall ist. Auf die geringe py-Verschiebung soll 


Tabelle XII1. Zusatz von 0,3cem Pyridin in Phosphat. 





: Protoporphyrin, Deuteroporphyrin, Koproporpbyrin, Lsouroporphyrin, 
Nach 250 Stunden , Sine , : iain proporph} I 


0,125 mg 0,25 mg 0,5 mg 0,5 mg 

0,-Verbrauch 
incom ..:. | 126 116 121 124 125 
eS ee 6,41 7.06 6,82 6,82 6,89 


Tabelle XIV. Zusatz von 0,3cem Pyridin in Citrat. 





' es Protoporphyrin, Deuteroporphyrin, Koproporphyrin, Isouroporphyrin, 
Nach 220 Stunden = Sine porp™ bail eer Shih 


0,25 mg 0,062 mg 0,125 mg 0,25 mg 
O,-Verbrauch 
m oom. ... || 112 121 105 114 117 
te eee 5,67 7,01 7,07 6,9 


hingewiesen werden. Der Verlauf der Autoxydation fiir das Deuteropor- 
phyrin laBt sich aus den Tabellen XV und XVI entnehmen. 

Die hemmende Wirkung aller Porphyrine geht nach Zusatz von 
0.3cem Pyridin vollstandig verloren. Im Phosphatgemisch verlauft 
die O,-Absorptionskurve wie bei einem Sinewert, die Gesamt-O,-Menge 
bleibt allerdings etwas unter den iiblichen Werten. Fiir Kopro- und 
Isouroporphyrin hatten wir den Eindruck, als ob eine gewisse Pyridin- 
hemmung iiberwiege, denn hier deckte sich die Porphyrin-Pyridinkurve 
mit der Sinekurve nicht. Die Umkehr der Hemmung war aber bei 
beiden Porphyrinen deutlich zu erkennen. Im Citratgemisch geht 
sowoh! die Hemmung des Porphyrins als auch die des Citrats (vgl. Lahn) 
verloren, wie sich aus allen Versuchen ergibt. Ohne jede_ initiale 
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Hemmung steigt die Autoxydationskurve in 70 bis 80 Stunden rapid a 
um dann allmahlich das Maximum der O,-Aufnahme zu erreiche; 
Die Wirkung des Pyridins ist nach diesen Versuchen bei alley 
untersuchten Porphyrinen gleich, mit dem Unterschied, daB sich en: 
sprechend der friiher schon besprochenen Wirkung der einzelnen Po: 


Tabelle XV. Phosphat. 





Deuteroporphyrin, Pyridin, Deuteroporphyrin — Pyridir 





Stunden 


Sinewerte 





0,25 mg 0,3 cem 0,25 mg 0,3 eer 
20 14 0 35 17 
40 45 0 61 5? 
50 65 0 62 70 
60 80 4 63 85 
80 108 7 64 105 
100 121 14 69 110 
140 127 55 74 115 
180 129 2 76 120 

Tabelle XVI. Citrat. 

einai iceman Koproporphyrin, Pyridin, Koproporphyrin — Pyridin 

0,125 mg 0,3 eem 0,125 mg 0,3 cem 
20 0 0 24 20 
40 0 0 5d 52 
60 10 () 81 97 
80 30 10 95 102 
100 62 30 97 105 
140 100 90 102 109 
200 110 110 106 110 


phyrine graduelle Unterschiede nachweisen lassen. Von einer eingehende! 
Darstellung dieser Zahlen glauben wir aus Griinden des Platzmangels 
absehen zu k6énnen. 


Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist folgendes: 


1. Die Autoxydation der Leinélsiure wird durch viele Porphyrine 
gehemmt, die je nach ihrer Konstitution verschieden stark wirken 
Am starksten wirkt Haimatoporphyrin, dann Proto-, Deutero-, Kopro- 
und Isouroprophyrin, d. h. die Reihenfolge entspricht der Zahl der in 
Molekiil vorhandenen Carboxylgruppen und ist umgekehrt wie die von 
H. Fischer beobachtete Lichtsensibilisierung. 

2. Fir die untersuchten Porphyrine wurden die Konzentratione: 
bestimmt, die gerade noch hemmend wirken. Dabei hat sich heraus 
gestellt, daB die katalytische Beeinflussung der Autoxydation durch dic 
verschiedensten Stoffe stattfinden kann, die einander zum Teil ver 
stirken oder hemmen. Schon eine kleine Anderung der Versuchs- 
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bedingungen, z. B. Citrat- statt Phosphatpuffer. bewirkt einen ver- 
anderten Ablauf der Autoxydation, sowohl beziiglich der Zeit als auch 
der Gesamtsauerstoffmenge. 


6. Pvridin als solches hat unter gewissen Bedingungen einen 
fordernden EinfluB auf die Autoxydation. Es wurde weiter nachgewiesen, 
da man mit 0,3ccem eine vollstandige Aufhebung jeder Porphyrin- 
hemmung erzielen kann. 


Es ist zur Zeit noch nicht bekannt, ob und wieweit der Organismus 
die ungesattigten Fettsauren an der Stelle ihrer Doppelbindungen 
oxydativ angreift. Es ware weiter zu priifen, wie sich die bisher bekannten 
Katalysatoren, die im Kérper sowohl im Blutfarbstoff als auch in Gewebe- 
und Muskelpigmenten vorhanden sind, unter physiologischen Be- 
dingungen verhalten. Fiir die Klinik der Porphyrine scheinen die mit- 
geteilten Modellversuche von einigem Interesse zu sein. Denn Hinsberg 
und Merten konnten zeigen, dai man mit Porphyrin bei Tieren eine 
wesentliche Anderung der Stickstoff-Kohlenstoff- und Vacat-Sauerstoff- 
Ausscheidung im Harn hervorrufen kann. Und zwar geht aus der 
Tabelle dieser Arbeit hervor, da der Stickstoff auf das Doppelte, der 
Kohlenstoff bis auf das Siebenfache und der Vacat-Sauerstoff bis auf 
das Vierfache ansteigt. Daraus laBt sich der SchluB ziehen, daB neben 
einem vermehrten Verbrauch stickstoffhaltiger Substanzen in weit 
gréBerem Mabe die vollstaindige Oxydation stickstoffreier Substanzen 
gehemmt worden sein mu}. Die von Hinsberg und Merten angefiihrten 
Versuche sind zwar mit relativ sehr groBen Porphyrinmengen ausge- 
fiihrt, sie stehen aber in guter Parallelitat zu der in der vorliegenden 
Arbeit mitgeteilten Oxydationshemmung. Wieweit und ob der Organis- 
mus von dieser oxydationsregulierenden Fiahigkeit der Porphyrine 
Gebrauch macht, und wieweit wiederum organische Basen in diesen 
Regulationsmechanismus eingreifen, bleibt weiter zu  untersuchen 
Besonders die Linolsaure, mit der sich die vorliegenden Untersuchungen 
im wesentlichen befaBt haben, spielt wegen ihrer Lebensnotwendigkeit 
eine besondere Rolle im Organismus. Uber den Weg ihres Abbaus ist 
noch nichts bekannt, die Vermutung aber, daB die labilste Stelle des 
Molekiils, die Doppelbindung, hierbei eine Rolle spielt, ist éfter aus- 
gesprochen worden. Es liegt nahe, eine Beziehung der Autoxydation 
zu physiologischen Umsetzungen anzunehmen, und dies ist, zuletzt 
von Franke, mehrfach betont worden. Die Versuche von Merten und 
Hinsberg scheinen dies zu stiitzen, aber ein direkter Beweis steht noch 
aus, und besonders ist zu betonen, da} in direkten Stoffwechselversuchen 
nach Warburg an Gewebeschnitten von uns keine Wirkung der Por- 
phyrine auf die Atmung gefunden wurde. Da aber der Anteil der Fett- 
oxvdation bei der Atmung von Gewebeschnitten unbekannt ist, stellt 
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dies keinen Gegenbeweis dar, und es scheint uns aussichtsreich, 
Versuche tiber die Beeinflussung der Atmung durch Porphyrine fort 
Zusetzen. 
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Genaue Mikrobestimmung des Harnstotfs 
in biologischen Fliissigkeiten durch Oxydation 
des Dixanthyltharnstoffs mit Jodat. 
Von 
lon Claudatus und Mihai Botezatu. 
\us dem Institut fiir medizinische und biologische Chemie Jassy. Rumanien. 


(Eingegangen am 3. Februar 1959.) 


Um die Fehler bei den iiblichen Methoden (z. B. der Hypobromid- 
methode), wo neben dem Harnstoff auch andere Stickstoffverbindungen 
mitbestimmt werden, zu beseitigen, fallt Fosse! den Harnstoff aus essig- 
saurer Lésung durch methylalkoholisches Xanthydrol und wagt nach 
Filtrieren, Waschen und Trocknen den erhaltenen Niederschlag 

Wir bestimmten den gefallten Dixanthylharnstoff durch Oxydation 

1937 mittels Jodsaure in schwefelsaurer Lésung, Erhitzen bei 206° C wahrend 
fohr und Destillieren des nach 


Qe” P ’ ° 
1935 einer halben Stunde im geschlossenen 
n 25 


Verdiinnen mit Wasser ausgeschiedenen Jods, das darauf mit 
Thiosulfat titriert wird. Dieses Verfahren hat den Vorteil die umstand- 
liche und zeitraubende Trocknung und Wagung des Dixanthylharnstoffs 


bei der Fosseschen Methode zu umgehen und die Bestimmung viel 
kleinerer Mengen von Harnstoff zu erméglichen. Wir haben mit einem 
Fehler von héchstens 1,5°,, 0,2 bis 0.4 mg Harnstoff, entsprechend 
l}cem Serum, bestimmt: Fosse braucht 10 cem Serum. 


Reagenzien. 1. Konzentriertes Tanretreagens: 


Quecksilberchlorid 
Kaliumyjodid y 
Eisessig 66.0 Cem 


Wasser auf 10000 cem 


2. 10% ige Nanthydrol- (Merck-) Lésung, in einem Gemisch gleichet 
Teile Methylalkohol und Eisessig bei gelinder Wiarme geloést. 

3. Eisessig. 4. Konzentrierte Schwefelsaure (d = 1.84). 5. Natrium 
sulfat reinst (wasserfrei). 6. Wolframsaures Natrium krist. 7. Kalrum- 
jodat reinst. 8. 1% ige Starkelésung. 9. n 25 Natriumthiosulfat. 

10. 5%ige Kaliumjodidlésung. 

Apparate. 1. Kugelréhre. Man blast eine Kugel von 5em Durch- 
messer am Ende einer Réhre von 15cm Lange und lem Durchmesser. 
2. Destillationsapparat mit einem Kolben von 200 cem Inhalt aus Glas. 
3. Biirette mit automatischer Fiillung von 5 cem Inhalt oder eine 


Mikrobiirette nach Bang. 


C.r. 159, 367, 1914: ebenda 158, 1588, 1914. 

















326 I. Claudatus u. M. Botezatu: 


Verfahren. 1 com Serum wird mit 1 ccm Tanretreagens gemisclit 
und dann zentrifugiert. 

Um den Harnstoff zu fallen, gibt man in ein Zentrifugenrohr 1 cei 
klares Zentrifugat des enteiweiBten Serums, versetzt es mit ] com 
Kisessig und 0,1 ccm methylalkoholischer Xanthydroll6sung (2) und 
mischt durch. Nachdem man die Mischung 1 Stunde stehengelassen 
hat, zentrifugiert man und wascht dreimal mit je 1 cem 96° igen 
Alkohol. 

Nach der letzten Spiilung bringt man den Niederschlag mit ein 
wenig Wasser in eine kleine Porzellanschale, setzt etwa 0.1 g Wasse1 
freies Natriumsulfat zu und verdampft auf dem Wasserbade zur Trockne 

Der vollstandig getrocknete Riickstand wird mit Hilfe eines Spates 
in ein reines Kugelrohr eingefiillt, in welchem sich etwa 0,2 g gepulvertes 
Kaliumjodat und ein Kristall wolframsaures Natrium befinden: die 
Niederschlagsreste aus der Schale werden durch dreimaliges Nachwaschen 
mit je Leem konz. Schwefelsiure quantitativ in dasselbe Kugelrol 
iibergefiihrt. 

Man verschlieBt das Rohr durch Zuschmelzen in der Flamme und 
erhitzt es dann eine halbe Stunde in einem Trockenschrank bei 206° C 
Nach dem Erkalten 6ffnet man das Rohr und gieBt den Inhalt in den 
Destillierkolben, der 50 cem Wasser und eine am Ende verschlossene 
Kapillare enthalt: nachdem man das Réhrchen dreimal mit Wasse1 
gewaschen hat, schlieBt man den Kolben an die Destilliervorrichtung an, 
legt 10 com Jodkaliumlésung (10) in einem Erlenmeyer von 50 cem vo! 
und laBt das Ende des Kiihlers in die Jodidlésung eintauchen. 

Man erhitzt nun allmahlich bis zum vollstandigen Ubergang des 
Jods und titriert mit n/25 Thiosulfat nach Versetzen mit 1 cem Starke 


lésung. Eine Leerbestimmung ist nétig. 


Berechnung: 


mg Harnstoff O,L03 «Nye f. 


Nt Anzahl cem n 25 Thiosultat. 
f Faktor der Thiosulfatlésung. 


Kontrolle der Methode. Die Tabellen I und LI sollen die Genauigkeit 


der Methode_ belegen. 


Tabelle L. 





Harnstoff- Vorhandenet Gefundener 

Testlésung Harnstoff Harnstoff Fehler 
ecm mg mg 06 
1,00 0,200 0,197 1,5 
1.00 0,200 0,198 1,0 
1.00 0.400 0,395 Lis 
1.00 0,400 0,396 1,0 
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VIS¢ ht Tabelle Il. 
Serum Vorh : ; ; Vorhandener Gefundener 
enteiweiBt or sandener Zugesetzter Harnstoff, Harnstoff, Fehler 

l cem ‘ach Fosse) Harnstoff Harnstoff Gesamtmenge | Gesamtmenge 

1 com ecm mg mg mg mg 
) und 1 0,217 0,217 
lassen 0,5 0,108 0,200 0,308 0,312 
loon 0,5 0,108 0,100 0,208 0,210 L. 1.0 


Ree, Zusammenfassung. 
It ein ‘ . p : } ’ 
_— Es wird ein Verfahren beschrieben, wonach der als Dixanthyl- 
cL . 

le harnstoff gefallte Harnstoff durch Oxydation im geschlossenen Kugel- 
tel rohr bei 200°C mittels Jodsaiure in schwefelsaurer Lésung, Verdiinnen 
WTEC IS : . ° ° rine ‘ » P ° 
| mit Wasser, Destillation und Titration des frei gemachten Jods mikro- 
vertes 
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Kin einfacher und genauer Apparat zur Herstellung 
gleichgroBer Tropfen. 
Von 
Lorang Hansen und Karl Wiilfert. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Oslo.) 
(Eingegangen am 3. Februar 1939. ) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die Bestimmung des spezifischen Gewichts von Fliissigkeite: 
nach der Methode des ,,fallenden Tropfens**, wie sie zuerst von Barhow 
und Hamilton (1) angegeben worden ist, setzt u.a. eine Anordnune 
voraus, welche die Herstellung von stets genau gleich groBen Tropfen 
gestattet. AuBerdem muB es méglich sein nach Bedarf die Tropfen 
gréBe zu verindern, um die Fallzeit bei einer gegebenen konstanten 
Temperatur variieren zu kénnen. Sowohl die von Krogh und ['ssing (2), 
wie die von D. Rittenberg und Mitarbeitern (3) angegebenen Anordnungen 
arbeiten letzten Endes mit einem Stahlstempel. Entsprechend der 
einstellbaren Schlaglange dieses Stempels wird ein Quecksilberfaden 
bewegt, der seinerseits die zu untersuchende Fliissigkeit aus der Offnung 
der zu einer feinen Spitze ausgeZogenen Glasréhre herausschiebt. Bei 
Krogh erfolgt die Stempelverschiebung direkt manuell, wahrend bei 
Rittenberg diese Bewegung durch eine Schraube erzeugt wird. In 
letzterem Falle wird der Stempelkopf gegen ein Gummistiick geprelit 
wodurch beim Zuriickgehen der Schraube der Stempel hochgeschoben 
wird. Sowohl der Apparat von Krogh wie jener von Rittenberg sind in 
der Anschaffung recht teuer. Avroghs Modell. mit dem wir zu arbeiten 
Gelegenheit hatten, besteht aus mehreren miteinander verschraubten 
Teilen. Besonders die Fassungsmutter, in welche das Glasrohr ein- 
gekittet wird, ist ein schwacher Punkt: um nach dem Einsehrauben 
vollkommen dicht auf der Unterlage aufzusitzen, miissen Unterseite der 
Mutter und Unterlage plangeschliffen sein, AuBerdem ist es nicht 
ganz einfach die mit Khotinsky-Zement eingekittete Glasréhre paralle! 
zu der Langsachse des Apparates zu bekommen. 

Ein zuverlassiges und quecksilberdichtes Kinkitten hat sich nach 
unseren zahllosen Versuchen nur mit diesem Zement erreichen lassen. Wede! 
Siegellack noch Picein sind dicht gegen Quecksilber. Einlegen von Dichtungs 
ringen oder Plittchen zwischen Mutter und Unterlage ist nicht befriedigend 
gelungen. Blei verbietet sich infolge der schnellen Amalgamierung und 
weder Leder noch Fiber sind brauchbar. 


Ferner springt haufig das eingekittete Glasréhrchen dicht an det 


Kinkittungsstelle ab, wenn man gendétigt ist, die Mutter scharf anzu- 





‘Ite! 
hou 
lune 
pfen 
fen 


nten 


igen 
der 
den 
ung 
Bei 
bei 

In 
elit 
yben 
d in 
iten 
ten 
eln- 
ben 
der 
icht 


illel 


ach 
der 
nes 
end 
und 


det 


ZU - 
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ziehen. Das von Rittenberg beschriebene Modell ist uns nur aus der 
diesbeziiglichen Veréffentlichung durch eine Skizze bekannt. Es scheint 
vegentiber Kroghs Modell mehrere Vorteile zu besitzen. Andererseits 
sind der in einem Glasrohr gleitende Stahlstempel sowie die Réhre 
vegeneinander eingeschliffen und bei Bruch werden beide Teile wertlos. 


\uch hier liegt auBerdem eine Glas-Metallverbindung vor; die Glas- 


roéhre ist an ihrem einen Ende derart erweitert, daB sie tiber eine Stahl- 
manschette geschoben und dann festgekittet werden kann. 

Nach einer Reihe von Versuchen mit Blutpipetten, Wi/Istdtter- 
Kapillaren und ahnlichen Glasréhren sind wir dazu tbergegangen, 
einen Apparat zu konstruieren, der sich als sehr genau und einfach in 


Gesamtansicht 


Mabe in mm 








Abb. 1. 


der Handhabung erwiesen hat. Seine Anschaffung ist sehr billig. Im 
Gegensatz zu den bisher beschriebenen Apparaten sind alle Stempel 
oder in Glas gleitenden Teile vermieden. Die TropfengréBe ist nach 
Bedarf leicht zu verandern. 

A ist ein Glasstab mit kapillarer Bohrung. AuBerer Durchmesset 
4.9 bis 5mm, innerer Durchmesser 0,74 mm. Auf A sind eine Reihe von 
Ringen in einem Abstand von 10 mm eingeitzt. 

B ist ein Eisen-T-Stiick von der Sorte der Gas- oder Wasserleitungs- 
rohren. Das eine Ende ist durch eine aufgelétete Platte verschlossen, 
die bei @ durchbohrt ist, um bei Einsetzen von G@ die Luft entweichen 
mi lassen. AuBerdem gestattet die Offnung eine Kontrolle auf Dichtigkeit 
der Apparatur. Das bei | zumeist vorhandene Gewinde wird beibehalten 
und dient zur Aufnahme von C. Ein vorhandenes Gewinde bei 2 stort 
nicht. Hingegen mui in das Seitenstiick H ein kurzes diinnwandiges 
Rohr eingepreBt werden, um das hier stets vorhandene Gewinde zu decken 
und um dem Bolzen F ein gutes Gleiten zu erméglichen. Eine 10 mm 
starke Eisenplatte verschlieBt EL, durch ihre Mitte geht die Schraube S. 
Die Herstellung der Gewinde von S und S’ muB sorgfaltig erfolgen. Geringe 
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Steighéhe der Schraube S erhéht die Genauigkeit wesentlich. F ist ein a 

seinem nach innen gewendeten Ende konisch abgeschliffener und gui 
polierter Kolben aus Eisen oder Messing, der leicht in dem in E eingepreBten 
Rohr gleitet (Zugabe eines Tropfens Glycerin). Im Inneren ist F ausgebohrt 
Eine feste Verbindung zwischen F und S besteht nicht. 

Die Schraube S tragt ein Handrad R von der bei Wasserleitungshahne, 
iiblichen Sorte. 

C ist aus einem der aufschraubbaren Wasserleitungshahnmundstiicke 
gearbeitet; die urspriingliche Lange ist verringert und auf der einen Seite 
sind in | passende Gewinde eingeschnitten. C hat ausschlieBlich den Zweck 
das Rohr A zu stiitzen. 

In B wird ein kurzes Stiick gut sitzender Vakuumschlauch (@) eingefiihrt, 
dessen eine Offnung mit einer Glaskugel verschlossen ist. Oben bei 3 wird 
ein diinner, flacher Metallring aufgelegt, um beim Einschrauben von C ein 
Mitnehmen des Gummis zu verhindern. Vor erstmaligem Gebrauch ist 
der Gummi etwa 1'), Stunden in ganz schwach salzsaurem Wasser auszu 
kochen. Die Fiillung des Schlauchstiickes mit reinem Quecksilber erfolgt 
mit einer Kapillare. Nach Einsetzen von A in @ und Verschrauben von 
B mit C ist der Apparat gebrauchsfertig. Die eingeitzte Marke J soll etwa 
5 bis 6mm iiber C stehen. 

Die Fiillung mit der Untersuchungsfliissigkeit erfolgt durch Einpressen 
von F mittels der Schraube S bis zum Austritt von Quecksilber aus A und 
Einziehen der Fliissigkeit durch Linksdrehen von R. Beim Tropfenversuch 
wird R nach rechts gedreht, bis die Quecksilberkuppel bei J erscheint. Die 
genaue Einstellung erfolgt mittels einer Okularlupe. Nach Eintauchen 
der Spitze in die Fallfliissigkeit wird die Quecksilbersiule durch weiteres 
Drehen von R bis zu jener Marke gotrieben, die sich experimentell als ge- 
eignet erwiesen hat. 


Zum Beweis fiir die Genauigkeit des Apparates sei folgende MeBreihe 
mitgeteilt, welche vollkommen willkiirlich aus einer groBen Anzahl solcher 


gewahlt wurde: 

Fallfliissigkeit : o-Fluor-Toluol. Untersuchungsfliissigkeit : reinstes 
Wasser, Fallzeit in Sekunden: 186,0, 186,2, -186,4, 186,0, 185,9, 185.8, 
186,0, 186,2, bei anderer Einstellung: 150,2, 150,3, 150,1, 150,0, 149.9, 
150,0, 149,8, 150,0. Die Ablesung mittels Okularlupe bei eingeatzten 
Ringen ist genau und einfach. Der Apparat kann natiirlich gréBer oder 
kleiner als hier mitgeteilt gehalten werden. Man mu8 nur darauf achten, 
daB der Teil A so dimensioniert ist, daB das in G durch F bzw. S ver- 
schiebbare Quecksilber ausreicht um A vollkommen auszufiillen, da 
sonst ein Fiillen mit der Untersuchungsfliissigkeit ausgeschlossen ist. 


Schrifttum. 
1) Barbour u. Hamilton, J. of biol. Chem. 69, 625, 1926. — 2) Krogh u. 
Ussing, Biochem. J. 30, 1264, 1936. — 3) Rittenberg und Mitarbeiter, J. of 
biol. Chem. 122, 227, 1937. 
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Die Bestimmung kleiner Mengen Kupfer, Blei 
und Zink mit Dithizon. mit besonderer Hinsicht 
auf ihre Bestimmung in biochemischen Materialien. 
Il. Die Veraschung'’. 

Von 
J. Schwaibold und A. Lesmiiller. 

Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie in Miinchen. ) 


(Eingegangen am 9. Februar 1939.) 


In der ersten Mitteilung (1) wurde die Bestimmung kleiner Mengen 
der genannten Metalle in reinen Lésungen, einzeln sowie zusammen in 
einer Lésung und auch in Gegenwart weiterer in Frage kommender 
Metalle, beschrieben. In der vorliegenden Mitteilung wird eine geeignete 
Vorbereitung der verschiedenen Naturprodukte fiir die Bestimmung 
ihrer Gehalte an Kupfer, Blei und Zink angegeben. Eine solche Vor- 
bereitung, die in den meisten Fallen eine Mineralisierung umfaBt, ist in 
mancher Hinsicht ausschlaggebend fiir die Richtigkeit des Ergebnisses, 
sei es, daB durch sie eine vollstandige Erfassung der gesuchten Elemente 


gewahrleistet wird, oder da bei diesen Manipulationen Verluste aus- 


geschlossen werden. Eine Mineralisierung muB, sofern nicht in be- 
sonderen Fallen nur der anorganisch gebundene Anteil bestimmt 
werden soll, bei allen Materialien erfolgen, die ganz oder zum Teil aus 
organischen Stoffen bestehen; abgesehen von Sonderfillen kann diese 
Mineralisierung auf trockenem Wege durch gewohnliche Veraschung 
oder auf nassem Wege mit Hilfe von Oxydationsmitteln erfolgen: auch 
sind noch Kombinationen dieser beiden Verfahren méglich und in Vor- 
schlag gebracht worden. 


Bei Durchsicht des diesbeziiglichen Schrifttums ergibt sich jedoch 
keine eindeutige Bewertungsméglichkeit dieser Verfahren. Hinsichtlich 
der trockenen Veraschung findet sich wiederholt die Bemerkung, da’ dabe: 
Verluste eintreten, entweder infolge Verdampfung des gebundenen oder 
freien Metalls bei hoher Temperatur, oder durch Bildung schwer léslicher 
Metallsilikate. Daher oxydieren Danckwortt und Ude (2) zuniichst mehrere 
Stunden mit HNO,, wonach das Fett iibrig bleibt und durch vorsichtige 
trockene Veraschung die organische Substanz gréBtenteils zerstért wird. 
Mit HCl und durch fortgesetzten Zusatz von KC1O, mineralisieren Heuser 
und Krapohl (3), mit HNO, und Zusaétzen von H,O, arbeiten Taeger und 
Schmitt (4) zur Bestimmung von Blei in Blut; Wilkins (5) und Mitarbeiter 
oxydieren 2 Stunden lang mit H,SO,, HNO, und HC1IO,, ebenso Cholak 


' Ausgefiihrt mit Mitteln des Forschungsdienstes, Landwirtschaftliche 
Gewerbeforschung. 
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und Mitarbeiter (6) bei P-haltigen Stoffen, wahrend sie sonst mit HN© 
eintrocknen und bei 500° veraschen. Schwarz und Fischer (7) oxydieres 
durch fortgesetzten Zusatz von HNO,, wobei die Zerst6rung von Butte: 
groBere Schwierigkeiten machte und ungenaue Cu-Werte erhalten wurde: 
Andererseits wendete Hibbard (8) die gew6hnliche Veraschung an, da er be: 
der Minieralisierung mit HNO, und HC1O, Zn-Verluste (vermutlich dure! 
Verfliichtigung) feststellte. Steuwssij (9) raucht mit H,SO, und HNO, ab. 
erhitzt mit NH,NO, und verascht dann noch 2 bis 5 Stunden bei 400° 
Einige Autoren setzen zur Veraschung Alkalien zu, offenbar zum Sechut, 
gegen Verluste durch hohe Temperaturen; durch solche Zusatze wird abe: 
die Veraschung wiederum erheblich erschwert; einige andere fiihren di 
Bestimmung von Cu, Pb cder Zn in biochemischen Materialien aus, ohne 
diese zu minetalisieren, sei es durch Elektrolyse (10), durch Extraktion 
mit CCI,COOH (11) oder andere Verfahren; ein derartiges Verfahren ist 
aber offenbar in vielen Fallen nicht anwendbar und wohl sehr oft nicht 
quantitativ. 

Die angefiihrten Arbeiten stellen einen Teil der neuesten Unter 
suchungen tiber dieses Problem dar. Sie, und auch die sonst noch vor 
liegenden Mitteilungen, ergeben eindeutig das Fehlen einer allgemein 
brauchbaren und anerkannten. Methode der Mineralisierung biochemi- 
scher Materialien zur Bestimmung ihres Gehalts an Metallen. Da zudem 
die Bestimmung selbst durch die neuen Verfahren mit Dithizon u.a 
wesentlich verfeinert werden konnte und wir nun auch die Bestimmung 
von Cu, Pb und Zn in ein und derselben Probe durchfiihren kénnen, wat 
offenbar eine systematische Untersuchung tiber die Mineralisierung 
notwendig. Da durch die gesteigerte Empfindlichkeit der Bestimmungs 
methode und bei gleichzeitiger Untersuchung auf drei Metalle die Gefahr 
einer St6rung durch Einschleppung von Metallspuren mit Reagenzien 
und dergl. steigt und auch, wie sich zeigen wird, wegen leichterer und 
rascherer Durchfiihrbarkeit, wurde von uns die trockene Veraschung 
einer Bearbeitung unterzogen. 


Experimenteller Teil. 


1. Versuche mit metallfreien Gemischen. Fiir Modellversuche, bei dene: 
das Verhalten von zugesetzten Metallspuren bei der Veraschung von organi 
schem Material gepriift werden soll, ist ein metallfreies Grundgemisch zu 
Vermeidung von Blindwerten eine giinstige Voraussetzung. Auf der Suche 
nach solchen Produkten fanden wir folgende Muster der drei Hauptnahr 
stoffe als praktisch frei von Kupfer, Blei und Zink: Casein nach Ham 
marsten, Stearinsiure und Traubenzucker reinst; nach vorsichtiger Ver 
aschung entsprechender Proben wurde im Riickstand mit der Dithizon 
methcde keines dieser Metalle gefunden, wahrend Zusiétze quantitati, 
wiedergefunden wurden (siehe unten). Diese Grundstoffe enthielten also 
wesentlich weniger als 1 y dieser Metalle in 1 g Trockensubstanz. Die Ve 
aschung wurde in allen Fallen in Quarzschalen vorgenommen, durch die 
der Nullwert nicht beeinfluBt wird. Platinschalen sind nicht brauchbar: 
wir stellten fest, daB bei der Veraschung in solchen mit Dithizon nachweis 
bare Spuren von Platin in Lésung gehen, die ahnlich wie Kupfer reagieren ; 
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dieses ist daher nicht ohne weiteres in Gegenwart von Platin bestimmbar. 
‘efaBe aus anderen Materialien kommen aus verschiedenen Griinden nicht 
n Betracht. 

Als Vorversughe wurden zuniichst Veraschungen von Proben (1 g) 
der einzelnen der genannten Stoffe mit Zusitzen kleiner Mengen (5 bis 
) y) je eines der Metalle Kupfer, Blei und Zink vorgenommen. Die Metall 
sungen, die in | cem 100 y des Metalls enthielten, wurden nach Auflésung 
der abgewogenen Mengen der reinsten Salze auch mit dem Dithizonverfahren 
nachgepriift. Nach Zusatz der entsprechenden Metallésung wurde iiber 
kleiner Flamme eingetrocknet, dann bis zur Beendigung der Rauch- 
entwicklung verkohlt und schlieBlich mit voller Flamme bis zur vollstandigen 
Veraschung gegliiht. Wahrend dieser Vorgang bei Stearinsiiure und Trauben- 
vucker verhaltnismaBig kurze Zeit in Anspruch nahm, war er bei Casein 
von wesentlich langerer Dauer und hierbei auch von schwankenden und 
teilweise erheblichen Verlusten an den zugesetzten Metallen begleitet. 

Es zeigte sich, daB diese Stérungen vollstandig vermieden werden, 
wenn man die Veraschung nur bei schwacher Rotglut durchfiihrt; der 
daraus entstehende Ubelstand, dal} so die Veraschung entweder sehr 
verlangsamt wird oder bei Gegenwart von Salzen unvollstandig bleibt, 
wurde dadurch ausgeschaltet, daB sie nach kurzer Dauer unterbrochen 
und nach Befeuchtung des Riickstandes mit HNO, zu Ende gefiihrt 
wird. Auf diese Weise wird in verhaltnismaBig kurzer Zeit (20 bis 
30 Minuten) eine einwandfreie Asche erhalten und das zugesetzte Metall 


quantitativ wiedergefunden. Eine erhebliche Uberschreitung dieser 


Gliihdauer ist aber auch unter diesen Bedingungen zu vermeiden, weil 
dann allmahlich merkliche Verluste, besonders bei Blei aufzutreten 
beginnen. 

In gleicher Weise und mit gleichen Ergebnissen wurden dann Ver- 
suche mit Zusatzen der einzelnen Metalle zu einem Gemisch aus gleichen 
Teilen der drei metallfreien Stoffe durchgefiihrt. Einige Ergebnisse 
aus dieser Reihe sind als Belege in der nebenstehenden Tabelle [ zu- 
sammengestellt. 


Tabelle I. Bestimmung von Cu, Pb oder Zn in Ig organischem 


Material nach trockener Veraschung tiber freier Flamme. 





Veraschungs- Veraschungs- 
Metall ; zugesetzt ; gefunden dauer Metall y zugesetzt ; gefunden dauer 
Min. Min. 
20 20 30 Pb : : 25 
30 31 30 Zn 25 ‘ 40 
20 19 25 Zn : 32 40 


Nach der Veraschung wurde der Riickstand jeweils mit einigen 
Tropfen HNO, abgeraucht, um etwa reduziertes Metall zu lésen; dann 
werden einige Tropfen HC] zugesetzt und abgeraucht, der Riickstand 
wird durch Erwarmen in 10°, iger HC] gelést und nach den Angaben 
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in der 1. Mitteilung der Metallgehalt dieser Lésung bestimmt. Bei (\: 
und Pb wurde kein Blindwert erhalten, bei Zn betrug er etwa 5 y infoly: 
der beim Analysengang benétigten Reagenzien. 

Diese einfache, fast ohne Reagenzienverbrauch durchfiihrbar 
Veraschungsmethode fiihrt also zu sehr befriedigenden Ergebnissen 

2. Versuche im Tiegelofen. Zur Priifung der Eignung des gewéhn 
lichen Tiegelofens fiir derartige Veraschungen wurden entsprechend 
Versuche durchgefiihrt. Hierbei wurde ebenfalls tiber kleiner Flamme 
vorverascht, nach Zusatz einiger Tropfen H NO, abgeraucht und dann in 
dem vorher etwas angeheizten Ofen verascht. Es wurde auch hier fest 
gestellt, dai} das Erhitzen nicht zu lange fortgesetzt werden darf und 
auch der Ofen zwischen einzelnen Analysen abgeschaltet werden muB, da 
die bei langerer Beheizung sich merklich steigernde Temperatur Metall. 
verluste verursacht. In nachstehender Tabelle II sind einige der Ergeb 
nisse zusammengestellt und zwar von Versuchen, bei denen die drei 
Metalle gleichzeitig zu einer Probe zugesetzt wurden, und auch Versuche 
mit noch anderen Zusatzen.~ Die Veraschungsdauer war meist etwa 
30 Minuten. Von kleinen Kohleresten kann ohne Beeinflussung des Er- 
gebnisses abfiltriert werden, quantitative Filter kénnen ohne weiteres 
verwendet werden, qualitative dagegen sind vorher mit verdiinnter HC! 
auszukochen, wodurch das darin enthaltene Cu und Zn entfernt wird 
Tabelle II. Bestimmung von Cu + Pb + Zn in 1 g organischem 

Material nach Veraschung im Tiegelofen. 





y zugesetzt y gefunden 
Nr. Seiben sina Sonstige Zusitze 
Cu Pb Zn Cu Pb Zn 
1 || 26 26 20 | 26 | ‘24 19 
»2), 12 18 26 3 16 23 
3 4 6.) 5 7 «16 0,1 g CaH, (P0,), 
4| 15 | 10 | 22 | 14 10 | 24 1000 7 Fe, 50» Mn, 254 Sn, 10» Bi 
5 | 16 18 6 16 19 8 Metaligemisch + Ca-Salz 


Nachdem schon viele Versuche dieser Art mit guten Ergebnissen durch 
gefiihrt worden waren, traten plétzlich Unstimmigkeiten dadurch aul. 
daB die Kupferwerte zu niedrig ausfielen oder iiberhaupt nichts mehr vor 
dem zugesetzten Kupfer wiedergefunden wurde. Es fiel auch auf, dati 
die Quarzschalen, in denen nun schon eine groBe Anzahl von Veraschunge: 
ausgefiihrt worden waren, im Innern ein etwas blaustichiges Aussehen 
angenommen hatten; auBerdem waren sie infolge der haufigen Einwirkuny 
der zu veraschenden Materialien bzw. deren Ascheriicksténde bei hohen 
Temperaturen besonders an der inneren Bodenflaiche stark aufgerauht 
worden. Da nach der Verkohlung mit HNO, befeuchtet und abgerauch 
wird, kann das anwesende Kupfer gelést und beim Eintrocknen am Bode: 
der Schale angereichert werden. Es mu angenommen werden, daB auf dies 
Weise das Kupfer ganz oder teilweise eine Verbindung mit der Kieselsaéur 
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der Schale eingeht, aus der es bei der angegebenen Arbeitsweise nicht mehr 
velést wird. Wir fanden auch in der Literatur noch eine Mitteilung iiber eine 
solehe Beobachtung (12), wobei zur Vermeidung derartiger Stérungen 
empfohlen wird, nach der trockenen Veraschung die Asche trocken aus der 
Schale zu entfernen und dann weiter zu verarbeiten. Es kann aber in der 
von uns angegebenen Weise gearbeitet werden, wenn man Quarzschalen 
fiir diese Zwecke nicht mehr verwendet, wenn sie infolge langeren Gebrauchs 
hre glatte Oberflache zu verlieren beginnen. 

3. Versuche im Muffelofen mit Temperaturregulierung. Die Beobachtung 
daS bei héherer Temperatur oder langdauernder Erhitzung Metallverluste 
eintreten, lieB es geboten erscheinen, die Abhangigkeit solcher Verluste 
von der Temperatur noch genauer festzustellen. Entsprechende Versuche 
wurden daher in einem Muffelofen mit genauer Temperaturregulierung 
durchgefiihrt, der uns fiir diese Zwecke aus Mitteln des Forschungsdienstes 
in dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt wurde. Die Ergebnisse der in 
nebenstehender Tabelle III zusammengestellten Versuche lassen die Wirkung 
der Temperatur deutlich erkennen. 


Tabelle ITI. Veraschung von 1g organischem Material nach Zusatz 
von je 15 y Cu, Pb und Zn im Muffelofen bei verschiedenen 
Temperaturen. 





5 r Veraschungs- ; ae Veraschungs- 
Nr. y gefunden Tempe- oe & ae } gefunden Tempe- — g 
Ca | Pb | zn || "eur Min. Cu | Pb | Zn || "etur Min. 
1 | 14,6:14,5: 15 500 45 4 13} 18} i 800 15 
2/165 14,5 16 600 15 5 10 | 38 -| 3 900 15 
$8115 14 | 16 700 15 6 7 8 9 1000 15 


Bei entsprechender Veraschungsdauer sind demnach Metallverluste 
bei Temperaturen unterhalb 700° vermeidbar; als giinstigste Ver- 
aschungstemperatur ist eine solche von etwa 600° anzusehen. 

4. Versuche an Naturprodukten mit und ohne Metallzusdtzen. Zur 
Priifung des oben angegebenen Verfahrens auf seine Eignung zur Unter- 
suchung von Naturprodukten wurden Vergleichsversuche mit und ohne 
Zusatzen bestimmter Metallmengen an Spinat (lufttrocken), Hefe und 
Trockenmilch durchgefiihrt, deren Ergebnisse in der Tabelle IV zu- 
sammengestellt sind. 

Tabelle LV. 








i Material y gefunden , 

Nr. jeweils 2 ls = = “6 Zusiitze 

1 PRRMEE Bias cer sd 14 aa 70 

2 Sei nee eee 35 18 92 Cu, Pb, Zn, je 20; 
3 ae 27 0 72 

4 Fs PS eee 46 18 95 Cu, Pb. Zn, je 20; 
5 APT ny pest 26 15 140 

6 sick vucseeapiulih mans 40 28 160 Cu, Pb, Zn, je 1b y 
7 Trockenmilch ..... 2 4 20 

8 20 20 38 Cu. Pb, Zn, je 20> 
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Die Ergebnisse dieser Versuche lassen erkennen, daB die angegebe) 
Arbeitsweise gute Resultate liefert; dies ist zwar nur aus der Tatsache 
begriindet, daB die zugesetzten Metallmengen innerhalb der Fehle: 
yrenzen vollstandig wiedergefunden worden sind. Die Richtigkeit der 
als natiirliche Werte gefundenen Zahlen ist in der Spezifitat der Re 
aktionen, wie in der IL. Mitteilung ausgefiihrt wurde, begriindet. 

Besondere Schwierigkeiten traten bei Versuchen mit Kleber und Stroh 
auf, bei letzterem offenbar wegen seines Kieselsiuregehalts. Die nach 
dem angegebenen Verfahren durchgefiihrten Bestimmungen ergaben 71 
niedrige und stark schwankende Werte. Durch Behandlung des nach Au- 
kochen der Asche mit verdiinnter HC] verbleibenden Riickstandes mit 
leem heiber 20% iger NaOH, also einer Art von AufschluB, wurden dic 
Werte héher, zeigten aber noch keine befriedigende Ubereinstimmung: 
auBerdem wird durch NaOH dabei unvermeidlich Zn eingeschleppt. 

Auch bei diesen Stoffen wurde durch eine Modifikation die An 
wendung der trockenen Veraschungsmethode mit gutem Erfolge er 
moglicht. Dabei wird das Produkt zunachst bei nicht zu hoher Tem- 
peratur (etwa 400°) vollstandig verkohlt; der Riickstand wird zerrieben, 
gvegebenenfalls nach Anfeuchten mit Wasser, und mit heiBer 10° iger 
HCl ausgezogen, bei gréBeren Substanzmengen mehrmals; der nun 
verbleibende Riickstand wird mit wenig HNO, abgeraucht, dann bei 
600° verascht und wie oben angegeben weiterbehandelt, worauf in den 
vereinigten Ausziigen die Bestimmung der Metalle erfolgen kann. Bei 
dieser Arbeitsweise wird die Hauptmenge der anwesenden Metalle vor 
der vollstandigen Veraschung isoliert, wodurch die Bildung von un- 
léslichen Verbindungen (Silikate u. a.) oder der EinschluB in solche ver 
hindert wird, Vorgainge, die offenbar die genannten Stérungen ver- 
ursachen. In Tabelle V sind einige so durchgefiihrte Analysen mit und 
ohne Zusitze bestimmter Mengen der drei Metalle als Belege angefiihrt 


Tabelle V. 





y gefunden 


Material Zusitze 
Cu Pb Zn 
Riis CBee a6 cds ein 4 <i 24 
ss, Eo» vo nerds 18 16 36 Cu, Pb, Zn, je 15; 
BS A aren 20 14 156 
sb. EE ia ec Api 46 37 180 Cu, Pb, Zn, je 25; 
Sh I Os dvi 20 13 150 
Pee es as 44 34 180 Cu, Pb, Zn, je 25; 
Reiskleber 1,0 ¢ |... 21 ee 105 
41 21 120 Cu, Pb, Zn, je 20: 


Zum Vergleich wurden bei Spinat auch Versuche mit nasser Zerst6rung 
mit H,SO, und HNO, durchgefiihrt. Sie ergaben, daB dieses Verfahren 
gegeniiber der trockenen Veraschung verschiedene Nachteile aufweist. 
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ja es erheblich mehr Zeit und Arbeit erfordert, ferner betrachtliche Mengen 
ler beiden Saéuren, die nach der Zerstérung vollstandig abgedampft werden 

iissen, Wenn man nicht durch Neutralisieren mit NaOH wiederum Metall 

nschleppen will; auch die Séuren verursachen in den benétigten Mengen 

ne merkliche Metalleinschleppung, besonders an Zink, die nur durch be- 
sondere Destillation verhindert werden kénnte: so entstehen nicht nur 
Blindwerte fir Zink, sondern auch fiir Kupfer und Blei. AuBerdem war das 
analytische Ergebnis der von uns im Rahmen dieser Untersuchungen durch- 
vetiihrten Versuchsreihen erheblich weniger befmedigend als bei den Ver- 
suchen mit trockener Veraschung. Aus diesen Versuchen ergaben sich also 
eine Reihe von Umstanden, die fiir die Anwendung der trockenen Ver- 
aschung bei derartigen Untersuchungen sprechen. 


Zusammenfassung. 


Die vorliegenden Untersuchungen fiihrten zu dem Ergebnis, daf 
biochemische Materialien und Naturprodukte zur Bestimmung ihres 
Gehalts an Kupfer, Blei und Zink auf einfache Weise und fast ohne Ver- 
wendung von Reagenzien auf trockenem Wege verascht werden kénnen, 
wenn die von uns angegebene Arbeitsweise eingehalten wird; dabei wird 
das Material in einer Quarzschale bei niedriger Temperatur vorverascht, 
dann mit wenig HNO, abgeraucht, bei 500 bis 600° verascht, die Asche 
zur Auflésung freien Metalls mit wenig HNO, abgeraucht und die Be- 
stimmung der Metalle in der mit heiBer, verdiinnter HCl erhaltenen 
Lésung durchgefiihrt. Hierbei entsteht nur fiir Zink ein Blindwert,. es 
kénnen Metallmengen von wenigen y an quantitativ erfaBt werden und 
der Arbeitsaufwand betrigt je nach Chung nur wenige Stunden fiir alle 
drei Metalle. 
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Uber den mittels verschiedener Methoden 
bestimmten zeitlichen Verlauf der Zuckerbildung 
in Weizenautolysaten. 

Von 

R. Klemen und D. Stuein. 
(Aus dem chemischen Institut der Kénig Aleksander Universitat Ljubljana, 
Jugoslawien. ) 


(Eingegangen am 9, Februar 1939.) 


Mit Riicksicht auf die von N. J. Sosedow und S. B. Drosdowa! ver 
tretene Ansicht, da} sich in Weizenmehlen eine ziemlich aktive Saccha.- 
rase befindet, welche die Bestimmungen der diastatischen Kraft nach 
Rumsey st6ren kénnte, erschien es nicht unberechtigt, durch gleich. 
zeitige Verwendung der Bestimmungsmethoden nach Bertrand sowie 
jener nach Willstatter-Schudel und Auerbach- Bodldnder Einblick zu er- 
halten, ob neben Aldosen auch Ketozucker gebildet werden. Wir 
gingen dabei von den Erfahrungen beziiglich der Reinigung von Weizen. 
mehl-Autolysaten mit Tannin und basischem Bleiazetat aus? und ver. 
suchten festzulegen, ob durch Anderungen der Autolysebedingungen 
insbesondere der Autolysedauer, auch Anderungen im Verhaltnis de: 
nach Bertrand bzw. jodometrisch gefundenen Zuckerwerte hervorgerufen 
werden. Daes sich in erster Linie um eine prinzipielle methodische Nach.- 
priifung der Anwendbarkeit des vorgeschlagenen Arbeitsverfahrens 
handelte, wurden zu den Untersuchungen nur wenige Weizensorten 
herangezogen. ‘ 
Experimenteller Teil. 

Die Weizenproben wurden zur Untersuchung auf einer Handmiihi: 
geschrotet und dann, ganz wie in der obengenannten Veréffentlichung be 
schrieben, der Autolyse unterworfen. Um Bezugswerte zu erhalten, ve! 
suchten wir zuerst das Weizenschrot mit Wasser bei 0° auszuziehen und s: 
zu bestimmen, wieviel reduzierende Substanz im Korn vorgebildet auftritt. 
Wir gingen dabei von der Voraussetzung aus, daB bei 0° C die hydrolysierend 
Wirkung der Enzyme des Weizenkornes ruht, priiften jedoch auch noch 
durch Extraktion mit verdiinnten Saéuren, ob diese Annahme zu Recht bi 
steht. Die gefundenen Reduktionswerte rechneten wir, obzwar sich im 
Schrifttum * an mehreren Stellen Hinweise finden, daB dies nicht zutrifft. 
so um, als lage nur Maltose vor. 


' N. J. Sosedow u. S. B. Drosdown, Biochimija 1, 390 bis 399, 1936 
nach C. 1937, I., 2286. — 2 R. Klemen, diese Zeitschr. 299, 63 bis 66, 193s 
— 3 Siehe z. B. H. L. v. Liebig, Landwirtsch. Jahrb. 88, 251 bis 271; nacl 
Chem. Centralbl. 1909. I., 1256. 
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Methodik. 


Je 25 g Weizenschrot wurden im 250 ecem-MeBkolben in Kiswasser vor- 
vekiihlt, dann mit 150cem ebenfalls abgekiihltem Wasser versetzt und 
| Stunde lang bei 0° gehalten. Alle Viertelstunden wurde gut durchgemischt. 
Nach Ablauf der Zeit wurde mit gekiihltem Wasser zur Marke aufgefiillt 
(eine Zugabe von geringen Mengen Tannin und Bleiacetat vor der Filtration 
erschien hier nicht angebracht, da dadurch in den bei niederer Temperaturt 
hergestellten Ausziigen die Filtrierfahigkeit wesentlich beeintrachtigt wird) 
und durch ein groBes Faltenfilter filtriert. Je I80cem des erhaltenen 
Filtrats wurden in 200 ccm fassenden MeBkolben mit 7 cem 10 °,iger Tannin- 
l6sung und 7cem basischem Bleiacetat versetzt und durch ein trockenes 
Filter filtriert. In den mit n 10 HC! bzw. n/10 H,SO, hergestellten Aus- 
ziigen wurde durch diese MaBnahme das Tannin nicht quantitativ aus- 
gefallt; daher muBte nach Filtration in 160 cem des Filtrats durch weitere 
Zugabe von je 7 ccm Bleiacetat die Fallung vervollstandigt werden. Je 
160cem des Filtrats (bzw. 180 cem nach der zweiten Fallung mit Blei- 
acetat in den sauren Ausziigen) wurden durch Zugabe von 10 ccm ge- 
sittigter Na,SO,-Lésung entbleit, auf 200 ccm verdiinnt, filtriert und je 
20 cem des Filtrats zur Bestimmung des Reduktionsvermégens nach den 
drei angewandten Methoden verwendet. Die dabei gefundenen Werte sind 
in den beiden nachfolgenden Tabellen wiedergegeben: 


Tabelle I. Bestimmung der Maltosewerte in den mittels kalten 
Wassers bereiteten Ausziigen. 





mg Maltose in 20 ccm, bestimmt nach 
Bezeichnung der Probe AEST HORS Sak IOS 





Auerbach-Bodlander Willstdtter-Schudel Bertrand 

NS | EE eee reer 8,2 + 0,2 8,0 + 0,0 5,9 + 0,1 
PMN ig so) ss bse we 0.8 9,2 + 0,0 9,4 + 0,2 6,9 + 0,2 

»  »Beltinka 277 .. 7,3 + 0,2 7,8 5,8 + 0,1 


Tabelle Il. Bestimmung der Maltosewerte in mit n 10 HCl bzw. 
H,SO, hergestellten Ausziigen. 





Bezeichnung der Probe und Art mg Maltose in 20 cem, bestimmt nach 
des verwendeten Extraktions- --- - j 
mittels Auerbach-Bodlinder Willstdtter-Schudel Bertrand 
Weizen II, n/1O HCl..... 8,7 +00 9,1 + 0,0 5,0 
> WE 208.60, .. 7,3 8,7 4,0 
»  »sBeltinka 277%, 
njii0 HC] ...... 7,2 72 4,0 


Ein Vergleich der gefundenen Werte (mit Ausnahme der in 
n/10H,SO, festgestellten) zeigt, daB sie im wesentlichen iiberein- 
stimmen, daB demnach bei 0° C, wenigstens im Verlauf einer Stunde. 
eine bemerkbare Zuckerbildung nicht stattfindet. Einzig die nach 
Bertrand gefundenen Reduktionswirkungen sind in den sauren Ausziigen 
fiihlbar niedriger als in neutralen. Doch mége bemerkt werden, da} in 
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den sauren Ausziigen nicht nur die Bleitannat-Klarung auf gewisse 
Hindernisse st6Bt, sondern daB auch beim Kochen der erhaltenen Filtrat; 
mit der alkalischen Kupfertartrat-Lésung sich ein sehr lockerer, schlec|)t 
sedimentierender, flockiger Niederschlag bildet, welcher die nach, 
folgende Filtration des Kuprooxyds éuberst behindert und mit dazu bei 
tragen diirfte, daB die Bestimmungen nach Bertrand in diesen Fallen 
vielleicht nicht vollkommen einwandfreie Werte ergaben. Abhnlicly 
Niederschlage konnten zuweilen bei der Klarung der Autolysate von 
Weizenmahl|produkten mit Natriumwolframat und Schwefelséure beob- 
achtet werden. Sie verzégern die Filtration durch die mit Asbest be- 
schickten Allihnschen Réhrchen derart, daB eine exakte Zucker- 
bestimmung fast nicht durchftihrbar ist. 

Jedenfalls kann aus den angegebenen Zahlen gefolgert werden, dal 
in den Lésungen der im Weizenkorn vorgebildeten Zucker das jodo- 
metrisch bestimmte Reduktionsvermégen das nach Bertrand festgestellte, 
wenn auch nicht stark, so doch fiihlbar iibertrifft. Der SchluB, daB unter 
den vorgebildeten Zuckern Ketosen, wenigstens in irgend bedeutenderen 
Mengen, nicht auftreten, erscheint berechtigt. 


Zuckerbestimmungen in den Autolysaten. 

Um aus den Abweichungen zwischen den nach verschiedenen 
Methoden bestimmten Zuckerwerten der Autolysate Schliisse beziiglich 
der Art der vor sich gegangenen Prozesse ziehen zu kénnen, muB man 
wissen, wie weit die Fehlergrenzen zu setzen sind. Es ist daher wichtig, 
iiber Angaben, welche die Reproduzierbarkeit der erhaltenen Werte 
charakterisieren, zu verfiigen. Zu diesem Zwecke sollen in der Tabelle LI 


Tabelle HII. Zuckerbildung in Autolysaten der Weizensorte 
~Beltinka 2777 





mg Maltose, gefunden in 20cem nach einer Autolysendauer vor 


Zuckerbestimmung nach 1 Stunde 2° Stunden 
a h lis “Sa b 
Auerbach- Bodlinder .. 23,5 +. 0,8 21,4 + 0,0 30,1 + 0,0 31,7 + 0.0 
Willstdtter-Schudel ... 22.3 +- 0,0 22,3 + 0,0 30,2 + 0,1 32,5 + 0,1 
| Se ee 22,4 + 0,1 20,8 +- 0,0 31,0 + 0,3 31,8 + 0,2 





mg Maltose, gefunden in 20 cem nach einer Autolysendauer von 


Zuckerbestimmung nach 3 Stunden 6 Stunden 


a b a b 
Auerbach-Bodlinder .. 34,8 + 0,1 38,2+0.0 456+ 0,1 47,5 + 0.0 
Wilistdtter-Schudel ... 35,7 + 0,0 38.5 + 0,0 46,8 + 0,0 47,8 + O04 
Bertrand so 05.53 : 36,5 + 0,2 40,6 + 0,0 50,8 -+- 0,2 51,4 + 0,0 








dle 


ke 


de 
st 


ké 
m 
Wi 








len 


che 


von 
ob- 


be- 


laf 
do- 
Ite. 


ren 


len 
ich 


an 


rte 
aa 


1 








Zeitlicher Verlauf der Zuckerbildung in Weizenautolysaten. 341 


die Angaben von mehreren parallel ausgefiihrten Autolysen fiir ein und 
dieselbe Weizensorte angefiihrt werden. 

Die Autolysen sind unter Verwendung von je 25g Weizenschrot und 
150cem Wasser in 250 cem MeBkolben bei 30° durchgefiihrt worden. Die 
Reinigung der Autolysate erfolgte hier, wie auch bei den spiter angefiiht ten 
Versuchen, entsprechend den eingangs erwahnten Vorschriften. Zur Be 
stimmung der Maltosewerte dienten, wie stets, je 20cem der gereinigten 
Filtrate. 

Die in der Tabelle III zusammengefabten Werte, welche immer als 
Mittelwerte je zweier Bestimmungen mit Bezeichnung der Abweichungen 
angegeben sind, zeigen, daB es verhaltnismaBig schwer fallt, zwei 
parallele Autolysen streng analog durchzufiihren. Insbesondere bei 
linger dauerndem Abbau sind die Abweichungen in Parallelversuchen 
betrachtlich. Doch kann andererseits festgestellt werden, dal im 
gleichen Autolysat die parallelen Zuckerbestimmungen  zufrieden- 
stellend iibereinstimmende Resultate ergeben, und zwar sowohl bei ein 
und derselben, wie auch fiir verschiedene Bestimmungsmethoden. 
Vergleicht man insbesondere die nach der Bertrand-Methode gefundenen 
Werte mit den jodometrisch festgestellten, so findet man einen aus- 
vesprochenen, von der Autolysendauer abhangigen Gang der Resultate. 
Wahrend man in den einstiindigen Autolysaten nach Bertrand etwas 
weniger Maltose findet als jodometrisch, sind nach zweistiindiger Auto- 
lvse die Werte bereits ungefahr ausgeglichen und bei noch langerer 
Autolysendauer wachsen die nach Bertrand gefundenen Mengen immer 
deutlicher iiber die jodometrisch bestimmten an. Dieses Verhalten 
konnte in allen Parallelversuchen, mochten sie auch beziiglich der ab- 
soluten Werte ihrer Ergebnisse starker voneinander abweichen (z. B. bei 
den parallelen dreistiindigen Autolysaten aus Tabelle LLL) tiberein- 
stimmend festgestellt werden. 

DafS auch andere Weizenarten ein analoges Verhalten zeigen 
kénnen, beweisen die gleicherart erhaltenen Ergebnisse von Bestim- 
mungen an zwei anderen Weizensorten, welche in den Tabellen LV und V 
wiedergegeben sind. 

Will man im allgemeinen Abweichungen zwischen den nach Ber- 
trand bestimmten und den jodometrisch gefundenen Zuckerwerten 


Tabelle IV. Zeitabhangigkeit der Zuckerbildung in Autolysaten 
des Weizens II. 





mg Maltose in 20 ccm, gefunden nach einer Autolysendauer vor 
Zuckerbestimmung nach 


2 Stunden 3 Stunden 6 Stunden 10 Stunden 
Auerbach- Bodlinder . . 26,7 + 0,2 31,6 + 0,3 13,4 + 0,0 52.0 + 0.0 
Willstdtter-Schudel ... 27.9 + 0.0 34,6 + 0,1 44,7 + 0,2 52,9 + 0,0 


MONE Fe ais 5) 


25.9 + 0,1 33,5 + 0,2 49,8 + 0,3 HO.2 + Ob 














gelangt. 
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Tabelle V. Zeitabhangigkeit der Zuckerbildung in Autolysaten 
des Weizens IV. 





mg Maltose in 20cem, gefunden nach einer Autolysendauer vo 
Zuckerbestimmung nach — 
1 Stunde 2 Stunden 3 Stunden 6 Stunden 10 Stunden 


Auerbach- Bodlinder .. 20,5 + 0,0 26,8 + 0,0 31,9 + 0,0 43,2 + 0,0) 50,8 + 0, 


Willstatter-Schudel ... 20,6 +0,1 28,7 + 0,1 33,6 + 0,1 44,9 + 0,1 52,5 + 0.5 
te, aa a rE 19,6 + 0,3 27,3 + 0,0 32,2 + 0,1 46,6 + 0,5) 57,4 + 0,3 


erklaren, so ist es wohl am naheliegendsten, an den stGrenden Einflu} 
von EiweiBsubstanzen bzw. ihrer Abbauprodukte zu denken. Wenn ein 
solcher vorliegt, muB man jedoch erwarten, jodometrisch mehr Zucker 
zu finden als nach der Kupfermethode. Fiir den besonderen Fall einer 
Stérung durch niedrigmolekulare Abbauprodukte der EiweiBkérper 
hatte man eventuell gré6Bere Abweichungen zwischen den Bestimmungen 
nach Auerbach-Bodlinder und jenen nach Willstdtter-Schudel zu ge- 
wartigen!. In den hier angegebenen Versuchsreihen stimmen jedoch 
die Werte im allgemeinen so weitgehend iiberein, daB wesentlichere 
Stérungen durch stickstoffhaltige Verbindungen wohl nicht anzu- 
nehmen sind. AuBerdem ware auch auf einer solchen Grundlage das 
Anwachsen der nach Bertrand gefundenen Werte nicht zu verstehen 

Als naheliegende Erklarung des beobachteten Verhaltens verbleibt 
demnach wohl die Annahme von Sosedow und Drosdowa, daB die Sac- 
charase des Weizenkorns im Verlauf der Autolyse auf die nicht gerade zu 
vernachlissigende Menge des Rohrzuckers im Korn hydrolysierend 
einwirkt. Von den dabei entstehenden Spaltprodukten wird jodo- 
metrisch nur die Glucose erfaBt, wahrend bei der Bestimmung nach 
Bertrand auBerdem noch die entstandene Fructose zur Auswirkung 


Zusammenfassung. 


1. Die Unterschiede der jodometrisch und der nach Sertrand ge- 
fundenen Zuckerwerte im autolysierenden Weizenkorn werden auf die 
Anwesenheit einer aktiven Saccharase zuriickgefiihrt. 

2. Bei den gepriiften Weizenproben war die durch die Saccharase. 
wirkung verursachte Stérung der Bestimmung der diastatischen Wirkung, 
wenn die Autolysendauer zwei Stunden nicht iiberstieg, zu vernach. 


lassigen. 


1 Siehe z. B. R. Klemen, diese Zeitschr. 299, 58—62, 1938. 
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Uber Vorgiinge bei der alkoholischen Girung 
der lebenden Hefe. 
Von 
Kurt Kruyk und Volker Klingmiiller. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 11, Februar 1939.) 


I. Uber die Glykogenbildung. 


Beim anaeroben Zuckerabbau in der Muskelzelle spaltet das glyko- 
lytische Fermentsystem Glykogen zu Milchsiure auf. Beim anaeroben 
Abbau durch die Zymase in der lebenden Hefezelle wird dagegen Glu- 
cose bevorzugt vergoren. Die gleichen Ergebnisse zeigten die Versuche 
mit den von der Zelle abgetrennten Fermenten. Der Zuckerabbau 
verlauft also bei der Glykolvse schneller mit Glykogen, bei der Garung 
schneller mit Glucose als Substrat. Willstdtter und Rohdewald (1) ver- 
suchten nun festzustellen, ob das Glykogen nicht auch bei der Hefe- 
girung die Ausgangssubstanz fiir den Zuckerabbau sei. Sie stellten 
Garversuche mit frischer Hefe an und kamen zu dem Ergebnis, daB die 
Garung mit einer Synthese von Glykogen oder einem glykogenartigen 
Polysaccharid aus Glucose beginne, da kurze Zeit (1'/, bis 1°, , Minuten) 
nach Zusatz von Traubenzucker zu lebender Hefe noch vor dem Ein- 
setzen der Garung ein erheblicher Teil des Zuckers verschwinde und in 
der gleichen Zeit eine aquivalente Glykogenzubildung erfolge. Der 
Abbau des Polysaccharids verlauft dann wie in der tierischen Zelle 
unter intermediarer Phosphorylierung. Goda (2) konnte die Befunde 
von Willstdtter und Rohdewald nicht bestatigen. Nach seinen Versuchen 
mit frischer Heidelberger und Miinchener Bierhefe gelang es ihm nur 
mit direkt von der Brauerei bezogener, also ganz frischer Hefe, eine 
Polysaccharidbildung festzustellen. Auf Veranlassung und _ unter 
Leitung von Herrn Lohmann wiederholten wir die Wéillstatterschen 
Versuchsanordnungen unter Verwendung von verschiedenen Backer- 
und Bierhefen und priiften dariiber hinaus, ob die Wasserstoffionen- 
konzentration in der Zuckerlésung und die Jahreszeit einen Einflufi 
auf eine etwaige Glykogenbildung besitzen. Endlich wurden die Zucker- 
konzentrationen und das Volumen des Géaransatzes verandert. In 
diesen Versuchen, die seit 1937 durchgefiihrt wurden, erfolgte weder 
in 1 bis 2 Tage alter Hefe, die noch ihre volle Garkraft besa, noch in 
ganz frischer Hefe (Berliner Hochschulbrauerei) irgendeine Poly- 
saccharidsynthese. 

Die frischeste Hefe bei unseren Versuchen war untergirige Bier- 
hefe, die 2 Stunden nach der Entnahme aus dem Garbottich der Hoch- 
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schulbrauerei, Berlin, fiir den Garansatz benutzt wurde. Von den zal, 
reichen Versuchen, die alle ein tibereinstimmendes Ergebnis hatter 
werden in der Tabelle | Versuche mit dieser frischen Hefe, in Tabelle [| 














mit 2 Tage alter Miinchener Léwenbrauhefe wiedergegeben. In keinen 
Fall war eine Glykogensynthese auch nur angedeutet. Wenn eine ~* 
1 . - > a I 
Glvkogensynthese bei der Angirung durch lebende Hefe auftritt (wi 
in den Versuchen von Willstdtter), so hat sie doch mit der eigentliche: 
Garung nichts zu tun. ‘ 
Tabelle I. Glykogenbestimmung. 1. November 1938. 
Versuchsansatz: 3,0 g zentrifugierte Bierhefe (Hochschulbrauere FE | 
Berlin) in 5,0cem Leitungswasser suspendiert und mit 50 bzw. 500 my, R 
Glucose in 2,0 cem versetzt; Gartemperatur 20°C; Ansatze mit je 10,0 cer ; 
heiBer 60 °,iger Kalilauge abgebrochen. 
‘ 
Glucosezusatz pro 1g Hefe Glucosezusatz pro 1g Hefe , 
Giirzeit 17 mg 170 mg Giirzeit 17 mg 170 mg 
in Min. Lies ey in Min. phi SR oe 8 eizea I 
Gefundenes Glykogen Gefundenes Glykogen ’ 
in mg Glucose pro 1g Hefe in mg Glueose pro lg Hef 
0 42,0 42,2 11), 40,2 41,0 
Me 41,7 41,8 3 39,8 40,7 
1 40,7 41,8 5 40,8 40,4 
j 
CGlykogenbestimmung in der Hefe: Nach P/fliger wurde mit 30 °pige 
| ps a a x . ' 
Kalilauge 2 Stunden im kochenden Wasserbad hydrolysiert, das Hydrolysa: . 
| (20 cem) mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, mit 60 cem absoluten ( 
Alkohol gefallt, der Niederschlag in der iiblichen Weise mit Alkohol wi § 
| Ather gewaschen, getrocknet und in Salzsiiure (Gesamtkonzentration t,n>>  ¢ 
hydrolysiert. Versuche, aus dem in Alkohol Unléslichen das Polysaecchari ‘ 
durch Extraktion mit verdiinnter hei®Ber Essigsiure herauszulésen, fiihrte: 
| in mehrfachen Parallelversuchen bei der Hefe, im Gegensatz zur Muskulatw 
zu nicht iibereinstimmenden Ergebnissen. Nach der Hydrolyse Neutra 
lisation und Zuckerbestimmung. Hydrolyse des Glykogens mit Schwete 
siure ergab die gleichen Werte wie mit Salzsaure. 
Glucosebestimmung: Nach der Methode von Hagedorn-Jensen fiir de 
Bereich von 0,1 bis 1,0 mg Glucose [vgl. Lohmann (3)}. 
Tabelle Il. Glucose- und Glykogenbestimmung. 7. Dezember 1937 
Versuchsansatz: 3,0 ¢ Bierhefe (L6wenbrau Miinchen) in 3.0 eem m | 
Phosphatpuffer (pH = 5,5) suspendiert, dazu 3,0 cem Glucoselésung mi 
30 mg Glucose. Gartemperatur 20°C. Von der Garprobe wurde ein aliquote 
| nn? . “pe . 
leil sofort und nach den angegebenen Garzeiten abgenommen und zu ‘ 
i CGlhucose- bzw. Glykogenbestimmung verwandt. u 
e 
} 
i mg mg mg mg l 
| Girzeit Glucoseschwund Glykogen als Glucose Girzeit Glucoseschwund Glykogen als Glucos 
| in Min. in Min. 3 
pro 1g Hefe pro 1g Hefe 
t 
baer td 0 33,9 3 6,7 34,0 
1 0,6 33,6 5 10,3 32,2 ‘ 
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EnteiweiBung: Willstdtter und Rohdewald (|. c.) enteiweiben, soweit 
es sich aus friiheren Arbeiten ersehen la8t, mit Wolframséure. Wir zogen 
im allgemeinen die EnteiweiBung mit Trichloressigsiure vor, da auf Grund 
von Kontrollversuchen Wolframsiure und Trichloressigsiure gleichwertig 
sind. Dagegen ergibt die EnteiweiBung mit Zinkhydroxyd  erheblich 
niedrigere Glucosewerte. Die Glucosebestimmung nach Hagedorn-Jensen 
als solche blieb unbeeinfluBt bei Trichloressigsiiture, Wolframséure oder 
Zinkhydroxyd als Fiallungsmittel. Durch Sulfosalicylsiure wird dagegen 
die Zuckerbestimmung gestért. 

Bei der Hydrolyse der Hefe selbst in 0,5 n Salzsiure bei 100° werden die 
Polysaccharide der Hefe mit etwa derselben Geschwindigkeit gespalten 
wie Glykogen, z. B. waren nach 30 Minuten in Hefe 53 bis 56% des Poly- 
saccharids aufgespalten, von reinem Glykogen 55 bis 60°. In Garansitzen, 
in denen nach 3 Minuten Garzeit 6,6mg Zucker verschwunden waren, 
nahm die Gesamtmenge an nach der Siéurehydrolyse aufgetretener Re- 
duktionskraft nicht zu, und auBerdem war die Aufspaltungsgeschwindigkeit 
unverandert (Tabelle III). 


Eine Glykogensynthese wahrend der Angirung mu also auch 
nach diesen Versuchen ausgeschlossen werden. 


Tabelle III. 
Glucoseschwund und durch Hydrolyse freiwerdender Zucker. 
21. Juli 1938. 

Versuchsansatz: Gewaschene Bierhefe (Hochschulbrauerei Berlin). 
Suspension von 10,0 g Hefe in 8,0cem m/10 Phosphatpuffer (pH = 6,8). 
Je 3,0 ccm dieser Suspension vergoren mit 3,0 cem 4 %iger Glucoselésung. 
Garung durch 7,0 cem I n Salzsiiure abgebrochen. Darauf Hydrolyse in den 
angegebenen Zeiten. Nach Neutralisation der Hydrolysate Bestimmung 
der Glucose nach Hagedorn-Jensen wie oben. 





Reduktionskraft in mg Glucose pro 1 g Hefe 


Girzeit nach Hydrolyse in '/,n HCl bei 100°C Glucose- 

in Min. direkt —- 
bestimmt ne an: , 30’ 180’ ohne 

us ” 180 Sir S dir Hydrolyse 

0 75,3 92,6 98,8 117,0 23,5 41,7 

11/, 72,8 88,5 96,2 113,0 23,4 40,2 2,5 
3 68,7 84,5 91,0 111,0 22,3 42,3 6,6 
5 63,8 79,3 85,7 106,0 21,9 42,2 11,5 


I. Uber den Zueckersehwund. 

Schon vor Beginn der eigentlichen Garung verschwindet der Zucker 
in einem gr6Beren Ausmab als dem gebildeten Kohlendioxyd und Alkoho! 
entspricht. Im allgemeinen werden nach 1!/, Minuten bei 26°C nur 
10°,, des verschwundenen Zuckers durch die Garung gedeckt, nach 
3 Minuten etwa 1/3, wahrend Kohlendioxyd- und Alkoholbildung prak- 
tisch aquivalent sind (Tabelle IV). 

Auf Grund einer Bleiacetatfallung laBt sich nichts tiber den ver- 
schwundenen Zucker und die aus ihm entstehenden Verbindungen 
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Tabelle IV. Glucoseschwund, Kohlendioxyd-und Alkoholbildun 
14. September 1938. 

Versuchsansatze : 

a) Kohlendioxydentwicklung: 10,0 g Hefe in 26,0 cem m/10 Phosphat 
puffer (pu 5,5) suspendiert ; von dieser Suspension in den angegebenen Zeiten 
je 10ecem (278 mg Hefe) mit 0,3 cem Zuckerlésung (18 mg Glucose) ve 
goren. Gartemperatur 20°C. Abbrechen der Garung mit 0,3 cem 40 °pige: 
Trichloressigséure. Messung der Kohlendioxydentwickling mit Warburg 
Manometern. 

b) Alkoholbildung: Ansatz wie a), Bestimmung nach Widmark. 

c) Glucoseschwund: Ansatz wie a), Bestimmung nach Hagedorn 
Jensen. 





Kohlendioxyd- Alkoholbildung 

bildung in in mg Glucose- 
mg Glucoseiqui- iiquivalent 
valent pro Ansatz pro Ansatz 


Tatsiichlicher 
Glucoseschwund 
in mg pro Ansatz 


Giarzeit 
in Min. 


1}), 1,2 0,09 


3 1,6 0,53 


aussagen: der Zucker geht nicht in eine Form iiber, in der er durch 


Bleiacetat in der trichloressigsauren Lésung nach Neutralisation fallbar 


ist. Es ist nicht wahrscheinlich, daB8 der Zucker in gréBeren Mengen 
bzw. ausschlieBlich phosphoryliert wird, da die Zucker-Phosphorsaure- 
Ester unter diesen Bedingungen als Bleisalze ausfallen wiirden. 


Ill. Uber das Verhalten der Phosphorverbindungen. 


Die Beteiligung der Phosphorsdure bei der Garung mit Trocken- 
hefen und Macerationssiften kann nach den Untersuchungen in den 
letzten Jahren als gesichert gelten; dagegen bestehen noch Zweifel 
iiber die Phosphorylierungsvorgange in der lebenden Hefe. Z. B. ist 
bis heute noch nicht geklart, ob Hexosediphosphorsaure, die bei den 
Garungen mit kiinstlichen Praparaten entsteht, auch von der lebenden 
Hefe gebildet wird (4). Nord (5) hat als Versuchsobjekt fiir die Vor- 
gange bei der alkoholischen Garung in der lebenden Zelle Fusarium lini 
Bolley verwandt, dessen Tatigkeit sich durch einen langsamen Re- 
aktionsablauf auszeichnet. Uns erscheint die Untersuchung schnell! 
ablaufender Vorginge viel geeigneter, um Zwischenprodukte abfangen 
zu kénnen. Vor allem hat man es bei dieser Untersuchung mit einheit- 
lichen Zellen zu tun, wahrend bei Fusarium lini Bolley durch Vermehrung 
oder Zugrundegehen von Zellen wenig tibersichtliche Verhaltnisse 
geschaffen werden, wenn der Versuch iiber Tage und Wochen ausgedehnt 
wird. Insbesondere laBt sich dann iiber eine Beteiligung der Phosphor. 
siure keine Aussage machen, weil der Phosphatgehalt der Zellen, may 
er noch so gering sein, fiir die Bildung von phosphorylierten Zwischen 
produkten durchaus ausreichen wiirde. Ob die Garung bei Fusarium lini 
Bolley iiber phosphorylierte Zwischenverbindungen ablauft, ist auc! 





Alkoholische Garung der lebenden Hefe. 347 


jetzt noch eine offene Frage, da durch die Versuche von Nord der Gegen- 
heweis nicht erbracht ist. Es ist aber durchaus denkbar, daB der an- 


aerobe Abbau der Kohlenhydrate nicht in ailen Zellen wie in der Muskel- 


und Hefezelle verlaufen muB (6). 

Von bisherigen Versuchen iiber den Phosphatstoffwechsel der 
lebenden Hefe sind die von Lewitow (7), Wertheimer (8) und insbesondere 
von Mac Farlane (9) zu erwaihnen. MacFarlane konnte vor allem 
zeigen, daB bei der Vergirung der lebenden Hefe das zelleigene an- 
organische Phosphat stark abnimmt und ferner, daB hierbei verschiedene 
Phosphatverbindungen entstehen, die sich nach der Lohmannschen 
Hydrolysenmethode (10) durch ihre Aufspaltbarkeit in Saure unter- 
scheiden. Eine besonders starke Zunahme zeigt die am leichtesten in 
heiBer verdiinnter Saéure aufspaltbare Phosphatfraktion, die zum Teil 
als siurelésliches Phosphat vorliegt bzw. in dieser Form bei der Garung 
erscheint. Damit ist der Beweis erbracht, da} beim Zuckerabbau durch 
lebende unvergiftete Hefe erhebliche Veranderungen in verschiedenen 
Phosphatverbindungen auftreten. 

Wir kénnen die Ergebnisse von MacFarlane vollauf bestatigen. 
Da uns die durch den Zuckerschwund verursachten Phosphat- 


Tabelle Va. Phosphat- und Glucosewechsel wahrend der Girung. 
20. Oktober 1938. 

Versuchsansitze: Je 3,0 g Backerhefe suspendiert in 5,0 cem Leitungs- 
wasser und 2,0cem 20°, iger Glucoselésung; Gartemperatur 20°C. Ab 
brechen der Ansatze durch Zusatz von 20,0 cem 6 °oiger Trichloressigsaéure. 
Durch Veraschung wurde das Gesamtphosphat in der Suspension bestimmt. 

Bestimmung der Phosphatfraktionen nach der Lohmannschen Hydro- 
lysemethode (10): 

a) In der trichloressigsauren Lésung (= ,,trichloressigsaurer Extrakt**), 

b) in dem Extrakt aus den Hefeleibern, der durch 5 Minuten langes 
Kochen des abzentrifugierten Trichloressigséureniederschlags in schwach 
alkalischer Lésung (Phenolphthalein eben rosa) erhalten wurde (= ,,alkali- 
scher Extrakt‘'); Glucosebestimmung in der trichloressigsauren Lésung. 





dir direkt bestimmbares anorganisches Phosphat. 
7’ und 30’ das durch 7 bzw. 30 Minuten lange Saurehydrolyse 
abgespaltene Phosphat. 
V das nach Veraschung bestimmbare Gesamtphosphat. 
4 in a = ates. neti crsenoae- mg P.O, im alkalischen mg Glucose 
Giirzeit Paced a sa ae Extrakt pro 1g Hefe pro 1g Heft 
in Min _ Suspension pro lg Heft 
~  (inmg P,O; 
prolg Hefe dir i 30° i} dir 7’ 30 \ gefunden Abnahme 
0 8,83 917! 2.63 2.79 ' 3.46: 0,12 1,42 1,83 3,13 139 
]1/, 8,83 1,95 2,43 2,56 3,20: 0,12 1,45 1,94 3,28 139 0 
3 8,83 1,49 | 2,13 | 2,29 | 2,97), 0,12 | 1,51 | 2,07 .3,70 138 1 
10 8,83 1,00 1,63 1,8! 2,51 0,15 1,88 2.40 4,08 124 14 
30 8.83 0.53 0.75 0.84 1.11 0.11 1.79 2,31 3,90 94 $5 
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Tabelle Vb. Auswertung der Tabelle Va. Phosphatgehalt de. 
trichloressigsauren Extrakts in mg P,O; in den verschiedene; 


hydrolysierbaren Phosphatfraktionen (Ajj, Gehalt an in 7 Min 
bei 100° in In Salzséure aufspaltbarem Phosphat.) 





Girzeit in Min. a ‘ 3 10 


Abnahme des an- 
organischen 
Phosphats .... 22 0,68 1,17 


0,64 0,63 

0,16 0,18 

0,68 0,70 
Gesamt-P der 


trichloressig - 
sauren Loésung : 2,5 2,51 


Zuckerschwund in 


mg Glucose pro 
0 14 45 


Tabelle Ve. Auswertung der Tabelle Va. Phosphatgehalt de- 
alkalischen Extraktes in mg P,O;. 





Giarzeit in Min. 0 3 


ye 1,30 3% 1,39 


PP a 4 0,41 0,56 


MA 1,30 1,63 1,59 


Gesamt-P im 
Extrahierten 8,13 3,70 3,90 


verschiebungen vor allem innerhalb der ersten Minuten interessierten 
anderten wir entsprechend die Garzeiten. Die Vergirung von grofen 
Glucosemengen durch Backerhefe ist in den Tabellen Va bis Ve wieder- 
gegeben. Sie zeigt 1. Abnahme des saureléslichen Phosphats in allen 
Fraktionen; 2. Zunahme von leicht hydrolysierbarem Phosphat, dic 
nach 7 bis 10 Minuten Garzeit ihren H6hepunkt erreicht, um dann unte! 
den Ausgangswert abzusinken; 3. Verdnderungen zelleigener saure- 
unléslicher Phosphatverbindungen. 

Das bei der Gairung verschwindende anorganische Phosphat wird 
im wesentlichen in einer Form gebunden, die weder durch Trichlor- 
essigsiure noch durch alkalische Extraktion léslich wird. 

Bemerkenswert ist der starke Abfall des leicht (4}j,) und schwere! 
(AS) hydrolysierbaren Phosphats nach 30 Minuten langer Garzeit 
und zwar noch unter den Ausgangsgehalt der frischen Hefe. 

Im alkalischen Extrakt hat wihrend der Garung das schwer hydro- 
lvsierbare Phosphat zwischen 1,5 und 3 Minuten Garzeit, das leicht 
hydrolysierbare Phosphat zwischen 3 und 10 Minuten Garzeit zuge- 





‘ten 
Ben 
der- 
en 
die 
nter 
ure- 


- ] 
vird 


Alkoholische Garung der lebenden Hefe. 349 


nommen. Ein Abfall auf der Héhe der Garung tritt nur in geringem 
MaBe auf (vgl. Tabelle Vb). 
Bei der Vergirung von geringen Glucosemengen durch Backerhefe 


erhalt man die gleichen Befunde. Da aber der Garproze® viel eher 


beendet ist, nahern sich die Werte nach 30 Minuten wieder dem Aus- 
gangspunkt (Tabellen VIa bis VIc). 


Tabelle Via. Phosphat-und Glucosewechsel wahrend der Garung. 
16. Oktober 1938. 
Versuchsansatze: Verwendung von 2,0 cem 2,5 %iger Glucoselésung, 
sonst wie vorher. 





4 in der mg P20; in der trichlor- mg P.O, in alkalischem mg Glucose 
esamt- essigsauren Lésung Extrakt pro 1 ¢ Hefe ro 1g Hefe 
suspension pro 1g Hefe anne D & pro 18 ‘ 
in mg P.O; |} Fee TEA ee 
prolg Hefe| dir r of 30’ ‘ dir r 30’ V gefunden Abnahme 


Garzeit 
in Min. 


0 10,0 é 20 | 3,72' 0,09 | 2,01 2,76 4,70 18,8 
14/5 10,1 9/2 2,91 3,55 0,09 2,12 2,85 4,94 18,4 ),/ 
3 10,0 ‘ 2,62 | ¢ 3,45 0,09 2,12 2,85 5,06 17,3 1 

10 10,1 ; 2, 2,35 ¢ 0,15 2,34 3,10 5,33 % 11 
30 10,1 2, 2,96 3,45 0,15 2,34 3,03 4,94 0,: 18 


) 


’ 
’ 
, 
, 


Tabelle VIb. Auswertung der Tabelle VIla. Phosphatgehalt des 
trichloressigsauren Extrakts in mg P,O, in den verschiedenen 
Phosphatfraktionen. 





Girzeit in Min. Lt/> 3 


Abnahme des an- 
organischen. 
Phosphats .... 0,40 0,62 0,17 


0,65 0,65 0,49 
0,07 0,12 0,05 
0,64 0,71 0,49 


Gesamt-P der 
trichloressig- 
sauren Lésung 3,73 3, 3,45 3,14 


Zuckerschwund in 


mg Glucose pro 
0,4 1,5 11,4 18,6 


Tabelle VIc. Auswertung der Tabelle Vla. Phosphatgehalt des 
alkalischen Extrakts in mg P,O, pro lg Hefe. 





Girzeit in Min. 0 11/, 3 10 
2,03 2,03 2,19 
0,73 0,73 0,76 
2,09 2,21 2,23 


Gesamt-P im 
Extrahierten 4,94 5,06 5,33 
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Eine besonders starke Abnahme des saureléslichen Phosphats 
bei der Garung zeigte stets die Miinchener Léwenbrauhefe, vor allen 
bei hohen Zuckerkonzentrationen (Tabelle VII). 


Tabelle VII. Phosphatwechsel wahrendder Garung. 5. Oktober 193s 


Versuchsansiitze: Suspension von 15 g Bierhefe (L6wenbrau Miinchen 
in 39cem Leitungswasser. Pro Garprobe 6,0 ccm Hefesuspension, 2,0 cen 
12 °ige Glucoselésung und 25 eem 4 °,ige Trichloressigsaure. Gartemperati 
20°C. Phosphatgehalt der trichloressigsauren Lésung in mg P,O, pro 1g Hete. 





Girzeit in Min. 1l/ ‘ 30 


Abnahme des an- 
organischen 
Phosphats .... 0,76 1,07 ‘ 1,19 


F -icng heey 0,50 0,63 0,67 0,21 


OO 5 to ar 0,06 0,05 0,06 0,03 


ieee = +2 1,15 0,67 0,61 0,28 0,24 


V --Gesamt-P der 
trichloressig- 
sauren Lésung 4,24 B12 2,80 1,80 1,82 


In alterer, weniger kraftig garender Hefe waren die Unterschiede 
im allgemeinen geringer, bewegten sich aber immer in derselben Richtung 


Bei Vergirung von geringen Glucosemengen durch untergiarige 
Bierhefe der Berliner Hochschulbrauerei erreichten die Phosphatwerte 
bereits nach 3 Minuten den tiefsten Punkt und stiegen dann wieder an 
Bei der Figengairung der Hefe (ohne Glucosezusatz) treten nur unwesent 
liche Veranderungen in den Phosphatfraktionen auf. 

Anderung der Wasserstoffionenkonzentration und Phosphatzusat7 
‘waren ohne EinfluB auf die geschilderten Girvorgiinge. Gewaschen 
Hefe verhielt sich wie nicht gewaschene Hefe. 


IV. Uber das alkalilabile Phosphat. 


Unsere Versuche erstreckten sich in erster Linie auf den Nachwei- 
von Hexosediphosphorsiure. Der sichere Nachweis dieser Verbindun: 
in geniigend groBen Mengen wiirde eine starke Stiitze fiir die Anschauung 
sein, daB auch in lebender Hefe die Garung ebenso wie in Hefeferment 
praparaten iiber phosphorylierte Zwischenverbindungen verlauft. Scho: 
Wertheimer (1. c.) schlieBt auf das Vorliegen von Hexosediphosphorsaure . 
da die bei der Garung auftretende Phosphatverbindung bei dreistiindige’ 
Hydrolyse in 1n Salzsiure vollkommen aufgespalten wurde. Aus 
diesem Verhalten allein kann natiirlich nicht auf das Auftreten eine! 
bestimmten Verbindung geschlossen werden. 
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Bei der Aufarbeitung von Garansatzen zur Isolierung der Hexose- 
diphosphorsaure wurde bisher nur ein nicht analysenreines Barium- 


praparat erhalten, dessen Léslichkeit dem Bariumhexosediphosphat 


entsprach und das dieselbe Aufspaltungsgeschwindigkeit bei der Saure- 
hydrolyse wie Hexosediphosphorsaure hatte. Dab es sich hier wirklich 
um Hexosediphosphorsiure handelt, konnte dadurch sehr wahrschein- 
lich gemacht werden, daB das Praparat durch das Ferment Aldolase 
(in einem wasserigen Muskelextrakt) zum Teil in Triosephosphorsaéure 
(Glycerinaldehydphosphorsaure und Dioxyacetonphosphorsaure) auf- 
gespalten wurde, wie dies fiir die Hexosediphosphorsaure charakteris- 
tisch ist (11). Die Bestimmung dieser Triosephosphorsduren gelingt in 
einfacher Weise durch ihre leichte Aufspaltbarkeit in kalter verdiinnter 
Natronlauge (11). 

Versuch: Isolierung der Bariumfraktion: Géaransatz mit 2 kg 
Lowenbrauhefe und 80 g Glucose in 4 Liter Wasser. Gardauer 7 Minuten, 
Gartemperatur 20°C. In der trichloressigsauren Lésung Fallung mit 
dem doppelten Volumen reinen absoluten Alkohols. In der Lésung nach 
Neutralisation Bariumacetatfaillung. Bariumniederschlag — salpeter- 
sauer gelést und fraktionierte Fallung mit Quecksilberacetat. In 
der Lésung nach Neutralisation Fallung mit Bariumacetat und dem 
doppelten Volumen Alkohol. Niederschlag weiter als Bariumsalz 
fraktioniert, gewaschen und getrocknet. Ausbeute 340 mg. 


Tabelle VIII. Aldolaseversuch. 8. Februar 1938. 
Versuchsansatz: Je 1,0cem bariumfreie Salzlésung mit 1,0 cem in- 
aktiviertem Froschmuskelextrakt umgesetzt. Bestimmung des alkalilabilen 
Phosphats im enteiweiBten Ansatz. 





me mg 
Nr. Priiparat ae alkalilabiles 
oe ee P,O; gebildet 


Hexosediphosphorsaure 4,00 0,40 10,0 
Hefepraparat ; 1,76 0,20 11,3 


Die Bildung von alkalilabilem Phosphat kann auch unmittelbar 
in der mit Trichloressigsaure enteiweiBten Hefe nachgewiesen werden. 
Das Maximum der Bildung findet sich auf der Héhe der Vergarung, 
also nach etwa 7 bis 10 Minuten bei 20°C. In einem in Tabelle LX 
wiedergegebenen Versuch betragt z. B. das anorganische Phosphat der 
Hefe 2,62 mg P,O, pro g Hefe, 10 Minuten nach Zuckerzusatz 1,41 mg 
P,O;. 0,07 mg P,O, waren in kaltem Alkali verseifbar, also 6°, des 
verschwundenen anorganischen Phosphats. Der Gehalt an Hexose- 
diphosphorsiure betragt ein Mehrfaches dieses Wertes; eine genaue 
Zahl laBt sich aber nicht angeben, da das aldolatische Gleichgewicht 


(Hexosediphosphorsaure = 2 Triosephosphorsdéure) auBer von der Tem- 
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peratur, von Salzen (insbesondere Mg), auch von der Konzentration 
der Reaktionsteilnehmer abhangig ist, die in der lebenden Hefezelle 
natiirlich nicht bestimmbar ist. 

In gréBerer Ausbeute gelingt der Nachweis von alkalilabilem 
Phosphat bei Verwendung von Hefe, die mit Monojodessigsaiure (Kon- 
zentration m 1000) vergiftet ist. Monojodessigsaiure stoppt bekanntlich 
dadurch den Kohlenhydratabbau auf der Stufe der Triosephosphor- 
sdure, da sie die Dismutation zu Phosphoglycerinsiure und Glycerin- 
phosphorsiure verhindert. 


Tabelle IX. Bildung von alkalilabilem Phosphat. 11. November 1938. 
Versuchsansitze: Vgl. Tabelle V und VI. 





mg P.O, in der trichloressigsauren 
Lésung pro 1g Hefe 


Girzeit ————____—— Hefeart 
in Min. nach 20 Min. und Zuckermenge 
dir alkalischer alkalilabil 
Verseifung 

0 2,62 285° 0,01 | 

3 1,98 2,05 0,07 50 mg Glucose pro 1g Hefe. 
10 1,41 1,48 0,07 

( 2,45 2,45 2 . 

+ 4 9 = : 1 | 16 mg Glucose pro 1 g Hefe, 

3 2 319 933 014 vergiftet mit Monojod- 
1( 215 999 > O14 | essigsaure. 


Hexosediphosphorsaure ist ein Produkt des Garprozesses lebender 
Zellen und stammt nicht aus geschadigten oder abgestorbenen Zellen, 
da die Menge des alkalilabilen Phosphats unabhangig von der Anzahl 
der mit Methylenblau anfiarbbaren Hefezellen ist. In frischer Hefe 
wurden nur | bis 2°, der Zellen in 0,1°,igem Methylenblau nach 
80 Minuten gefarbt; gewichtsmaBig ist dieser Anteil kleiner als 1°... 
da nur kleine Hefezellen anfarbbar waren. DaB® die Bildung der Hexose- 
diphosphorsaure kein Produkt geschadigter oder toter Hefezellen ist, 
geht auch daraus hervor, daf ihre Menge, gemessen an alkalilabilem 
Phosphat, unabhangig von der Zahl der geschadigten Zellen ist; denn 
in alteren Hefen, die bis zu 5°, anfarbbare Zellen enthielten, war die 
Menge an alkalilabilem Phosphat nicht vermehrt, sondern eher sogar 
etwas eingeschrankt. 

Damit diirfte erwiesen sein, daB auch bei der Garung in der lebenden 
Hefezelle Hexosediphosphorsaure in analysierbarer Menge gebildet wird. 


Zusammenfassung. 


In frischer Backer- und Bierhefe schwindet Glucose innerhalb 
der ersten Garminuten, ohne daB eine aquivalente Kohlendioxyd- bzw. 
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Alkoholische Garung der lebenden Hete. aoe 
\|koholbildung erfolgt. Es ist nicht feststellbar, da} die verschwundene 
Glucose zu Glykogen oder einer anderen Verbindung synthetisiert 
wird, die nach Hydrolyse reduzierend wirkt. Dagegen lassen sich er- 
hebliche Phosphatverschiebungen nachweisen, die mit dem Garablauf 
in Zusammenhang stehen. Neben den schon bekannten Veranderungen 
finden Veradnderungen zelleigener saéureunléslicher Phosphorverbin- 
dungen statt. Auch bei der Garung in der Jlebenden Zelle entsteht 
Hexosediphosphorsaure, deren Auftreten durch Bildung von alkali- 
labilem Phosphat (= Triosephosphorsdure) sichergestellt ist. 
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Vorkommen und Bestimmung von Squalen 
in pflanzlichen und tierischen Fetten. 
Von 
K. Tiiufel, H. Thaler und G. Widmann. 


(Universitatsinstitut und Deutsche Forschungsanstalt fiir Lebensmitte! 
chemie Miinchen und Institut fiir Lebensmittelechemie der Technische: 
Hochschule Karlsruhe. ) 

(Eingegangen am 16. Februar 1939.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Neben Sterinen, Karotinoiden und Vitaminen, die als Trager be- 
stimmter physiologischer Wirkungen von gréBter Bedeutung. sind, 
finden sich im unverseifbaren Anteil der natiirlichen Fette noch andere 
Stoffe, die zum einen Teil als gelegentliche Begleitstoffe, bedingt durch 
die Art der Herstellung, hineingelangt, zum anderen Teil aber auch als 
urspriingliche, regelmaBig wiederkehrende Bestandteile anzusehen 
sind. Bei letzteren kann es sich einmal um Verbindungen handeln, die 
Zwischenprodukte bei dem im Organismus stattfindenden Auf- und 
Abbau der Fettséuren darstellen, zum andern aber auch um solche, bei 
denen man nicht ohne weiteres ayf ihre Entstehung und ihre Rolle im 
Stoffwechselgeschehen schlieBen kann. Gelegentlich kann man_ beob- 
achten, daB derartige Begleitstoffe, ebenso wie manche Fettséiuren, nur 
im Fett gewisser Gruppen von Lebewesen vorkommen und damit fiir 
dieselben charakteristisch sind. Es lat dies dann auf das Vorliegen 
besonderer physiologischer Eigenheiten schlieBen, ohne daf indes die 
Zusammenhange in ihren Ursachen oder in ihrem Ablauf zur Zeit schon 


zu iiberblicken waren. Zu diesen letzteren Stoffen gehért das Squalen. 


ein aus 6 [soprenresten symmetrisch aufgebauter, sechsfach ungesattigtet 
Kohlenwasserstoff von der Bruttoformel Cy H5». 

Von M. Tsujimoto! im Unverseifbaren von Haifisch-Leberélen 
entdeckt und kurz darauf von A. Ch. Chapman? auch in anderen Fisch. 
leberdlen unter dem Namen ,,Spinacen*’ nachgewiesen, wurde das 
Squalen von diesen Autoren und von J... Heilbron® naher beschrieben 
und schlieBlich von P. Karrer* u. Mitarb. synthetisiert ; damit war auch 
die Konstitution bewiesen. 

Uber die physiologische Bedeutung dieser Verbindung liegen bis 
jetzt nur allgemeinere Vorstellungen vor. J. A. Lovern® will, gestiitzt 


' J. of Ind. and Engin. Chem. 8, 889, 1916. 2 J. chem. Soc. Londor 
111, 56, 1917. > Ebendal926, 1630; 1926, 3131; 1929, 883; 19380, 2546. 
‘1 Helv. Chim. Acta 18, 1084, 1930; 14, 78, 1931. — 5 I. A. Lovern, 
Biochem. J. 24, 866, 1930. 
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auf einige Beobachtungen, einen genetischen Zusammenhang zwischen 
diesem Kohlenwasserstoff und den ungesattigten Fettsiuren erblicken. 
Dem steht jedoch die Tatsache entgegen, da} das Squalen 6 Methyl- 
vruppen als Seitenketten trigt, daB aber in der Fettchemie Fettsauren 
mit verzweigter Kohlenstoffkette mit Ausnahme der ILsovaleriansaéure 
des Delphinkiefernéles! — vielleicht dem Protein (Valin) entstammend 
und einiger Sauren des Tuberkelbazillen-Wachses? (Tuberkulostearin- 
siure, Phthionsaure) nach den bisherigen Erfahrungen eine Rolle nicht 
spielen. 

E. André und H.Canal*® nehmen an, dab Fettsiuren tiber die 
Zwischenstufen der ungesattigten Fettsiure, des Cholesterins und dessen 
stirker ungesattigte Derivate in umkehrbarer Reaktion in Squalen 
iibergehen kénnen und da vor allem zwischen dem Gehalt an Chole- 
sterin und an Squalen ein gewisses reziprokes Verhaltnis besteht. 
Das Ol eines jungen Haifisches (Cetorrhinus maximus) enthielt namlich 
Squalen und 22,5°,, Cholesterin einschlieBlich 


58,5°,, Fettsiuren, 18° 
stirker ungesittigter Derivate desselben: dasjenige eines erwachsenen 
Tieres dagegen bestand zu 47°,, aus Fettsduren, 48°, aus Squalen und 


i) 


nur 2°, aus Cholesterin. Damit erscheint vorstehender SchluB gerecht- 
fertigt: Mit fortschreitendem Alter kénnten Cholesterin oder dessen 
Derivate in Squalen tibergefiihrt werden bzw. letzteres bevorzugt oder 
ersteres verlangsamt gebildet werden. Der mégliche Zusammenhang 
von Cholesterin bzw. Sterinen einerseits und Squalen anderseits 

was auch P. Karrer und A. Helfenstein in den Bereich des Méglichen 
riicken — miiBte allerdings erst experimentell sichergestellt werden, ehe 
man sich zu den erwaihnten Vermutungen positiv einstellen kann. 


Die vorstehend erérterten Fragen waren von untergeordneterer 
Bedeutung, solange man das Squalen nur als einen Bestandteil einiger 
weniger Fischleberédle kannte. Es zeigte sich aber, daBb dieser Kohlen- 
wasserstoff anscheinend haufiger vorkommt als man zuniachst annahm. 
D. Holde und A. Gorgas* fanden 3°,, Squalen im Baumwollsaatél und 
05°, im Leinél, W..W. Cox, jr. und FE. E. Reid® berichten iiber einen 
Gehalt des Oles von Ruvettus pretiosus an Squalen und A. Dimter® 


1 4. Klein u. M. Stigol, Pharmaz. Zentralhalle 71, 497, 19380; A. H. 
Gill u. C. M. Tucker, Oil Fat Ind. 7, 101, 1930; G. Weiss, diese Zeitschr. 
243, 269, 1931; I. A. Lovern, Biochem. J. 28, 394, 1934. : RJ. An 
derson u. E. Chargaff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 191, 166, 1980; dv 
selben, J. of biol. Chem. 85, 77, 1929; L. M. Burt u. R. J. Anderson. 
ebenda 97, 617, 1984; R. J. Anderson u. Nao Uyet, ebenda 94, 451, 1931: 


E. Chargaff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 115, 1933. — * Bul. Soe. Chim. 
France 45, 498, 1929. — 4 Chem. Umschau Fette, Ole, Wachse, Harze 32, 
314, 1925. 5 J. Amer. chem. Soc. 54, 220, 1932. ® Zeitschr. f. physiol. 


Chem. 208, 55, 1932. 
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stellte Squalen im Fett von Dermoidcysten fest. 7’. Thorbjarnarsson 
und /. (’. Drummond! wiesen diesen Kohlenwasserstoff im Olivenél und 
im Weizenkeimlings6! nach. Endlich stellten AK. Tdufel, H. Thaler wid 
H. Schreyegg? im Hefefett gréBere Mengen fest. Damit erhebt sich die 
Frage, ob das Squalen — wenn auch vielleicht nur in kleinen Mengen 

allgemein verbreitet oder ob es nur als gelegentlicher Bestandteil in 
einzelnen Fetten enthalten ist. Ein Vorkommen von Squalen in vielen 
bzw. allen oder wenigstens in physiologisch gleichartigen Fetten wiirde 
ohne Zweifel auf eine allgemeinere biologische Bedeutung schlieBen 
lassen. Dabei kénnte die Art der Verbreitung vielleicht sogar einen ge- 
wissen Hinweis auf eben diese biologische Rolle ob lebenswichtiges 
oder nebensichliches bzw. wertloses Stoffwechselprodukt geben. 
Die Beantwortung der Frage der Verbreitung des Squalens bedeutet 
demnach eine Vorarbeit fiir weitere biologische Untersuchungen auf 


diesem Gebiet. 

Zur Lésung dieser Aufgabe ist eine Bestimmungsmethode aus- 
reichender Empfindlichkeit fiir Squalen erforderlich. Da eine solche im 
Schrifttum nicht angegeben ist, wurde versucht, ein geeignetes Verfahren 


auszuarbeiten. 


A. Versuche zur quantitativen Bestimmung des Squalens. 
1. Jodzahl. 

Die Jodzahl des Unverseifbaren der iiblichen Fette ist in der Haupt- 
sache von Art und Menge der darin enthaltenen Sterine bestimmt, von 
denen diejenige des Ergosterins (berechnet 192,3) die héchste ist. Die 
Ermittlung der Jodzahl ist aber, wie aus dem Schrifttum bekannt ist, 
bei Sterinen mit ziemlichen Schwierigkeiten verkniipft, da hierbei, im 
Gegensatz zu den ungesittigten Fettséuren, ‘nicht nur eine Addition 
des Halogens an die Doppelbindungen erfolgt, sondern unter den iib- 
lichen Versuchsbedingungen auch die Substitution in wechselndem Aus- 
maf} voranschreitet. Letztere mu durch quantitative Ermittlung des 
gebildeten Halogenwasserstoffes beriicksichtigt werden. 

Zu den unverseifbaren Bestandteilen der Fette gehéren, wie schon 
erwahnt, noch andere Stoffe, die die Jodzahl erhéhen oder erniedrigen 
kénnen, z. B. gesattigte und schwach ungesattigte Kohlenwasserstoffe, 
gesittigte und ungesattigte Alkohole usw. Wenn deren EinfluB gering 
ist, dann kénnte man bei einem besonders hohen Wert der Jodzah! im 
Unverseifbaren auf die Anwesenheit von Squalen—Jodzahl — 371.1 
schlieBen. 

Es handelt sich daher zuerst um die Feststellung, ob die Jodzahlen 
von Ergosterin (bzw. Cholesterin) und Squalen unter den Bedingungen 


' Analyst. 60, 23, 1936. — * Fettchem. Umschau 43, 26, 1936. 
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des Verfahrens nach J. Hanus zuverlassig und ausreichend reproduzier- 
bar sind. 

a) Dre Jodzahl des Squalens. Die Einwaage, die —- entsprechend der 
Vorschrift — einen ausreichenden HalogeniiberschuB sicherstellt, betragt 
fiir Squalen 0,0684g. Um alle Wagefehler tunlichst auszuschalten, 
wurden 0,3830 g Squalen in 50 cem Chloroform gelést und zu den Ver- 
suchen genau abgemessene Teile dieser Stammlésung verwendet. Es 
stellte sich dabei heraus, daB auch ein sehr groBer UberschuB an Jod- 
monobromidlésung praktisch keinen EKinfluB auf die jeweils gefundene 
Jodzahl ausiibt, daB also Squalen unter den gegebenen Bedingungen 
nur wenig substituiert wird. Ein zu geringer UberschuB an Reaktions- 
lésung dagegen bewirkte eine sehr unvollstandige Addition und damit 
ein rasches Absinken der Jodzahl. 


b) Die Jodzahl des Ergosterins. Die theoretische Jodzahl des 
Ergosterins betragt 192,3, die vorschriftsmaBige Einwaage ist auf 0,132 g 
zu bemessen. Diese Menge Ergosterin lést sich jedoch nur in einer ver- 
haltnismaBig sehr groBen Chloroformmenge. Die Untersuchungs- 
substanz wurde deshalb zu den folgenden Bestimmungen in 50 cem 
Tetrachlorkohlenstoff gelést. 

0,1255 g Ergosterin wurden gelést in 50ecm Tetrachlorkohlenstoff. 
Beim Titrieren wurden 29,45 ccm n/10 Jodlésung verbraucht, Jodzah| 

306,0. 

0,0643 g Ergosterin, gelést in 50cem Tetrachlorkohlenstoff, ver- 
brauchten 20,13 cem n/10 Jodlésung, Jodzahl 397,3. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB Ergosterin, wie auch 
F. Reindel und E. Walter! gezeigt haben, durch Jod stark substituiert 
wird. Bei einer Einwaage, die der theoretischen Einwaage von Squalen 
etwa entsprechen wiirde, erhalt man bei Ergosterin eine héhere Jodzah| 
als bei Squalen selbst. Man kann also auf diese Weise Squalen neben 
Ergosterin nicht erkennen. Ahnlich verhalten sich auch andere Sterine. 


K. Lauer und R. Oda? untersuchten den Einflu8 des Lésungsmittels. 
auf die Bromierung verschiedener Kohlenwasserstoffe. Sie stellten fest, 
daB in dipolfreien Lésungsmitteln zwar die Aktivierungswarmen, aber 
auch die Aktionskonstanten kleiner sind als in Lésungsmitteln mit 
Dipolen, da also darin die Reaktion erheblich langsamer verlauft. 
Wenn diese Verzégerung fiir die Substitution gréBer ware als fiir die 
Addition, so lieBen sich vielleicht in einem dipolfreien Lésungsmitte! 
brauchbare Jodzahlen von Ergosterin erhalten. Es wurden deshalb 
Versuche mit einer Lésung von Jodmonobromid und Tetrachlorkohlen 

1 Liebigs Ann. 460, 212, 1928. — * Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 69, 
141, 978, 1936. 
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stoff angestellt. obwohl nach JD. Holde! die Substitution bei der bi 
nutzung dieses Lésungsmittels stark von der Belichtung abhangt. 

Vorversuche mit reiner Olsiure und mit Mohndél ergaben, da® zur 
Erzielung richtiger Jodzahlwerte ein mindestens 5- bis 6facher Uberschu\} 
an Halogen und eine Reaktionsdauer von 2 Stunden notig sind; es zeigte 
sich ferner, dafS die Werte bei Verwendung von Tetrachlorkohlenstoff 
als dipolfreiem Lésungsmittel so auBerordentlich stark von der Einwaage 
abhangen, da die Methode unbrauchbar wird. 

Hier sei kurz erwahnt, daB in unterrichtenden Vorversuchen auch 
das Verfahren der sogenannten Brombindungszahl nach K. Weine/? 
fiir den beabsichtigten analytischen Zweck herangezogen wurde, ohne 
da} bisher brauchbare Ergebnisse erzielt worden sind. 


2. Destillation. 

Von WM. Tsujimoto® wird folgendes Verfahren zur quantitativen 
Ermittlung von Squalen auf dem Wege der fraktionierten Destillation 
angegeben: ,,Das betreffende-O] wird im Vakuum bei 10 mm Queck 
silber im Kohlendioxydstrom bei 310° destilliert. Dabei geht der Kohlen- 
wasserstoff iiber. Man bestimmt die Saurezahl des Destillates, rechnet 
diese auf Olsiure um und zieht diese vom Gewicht des Destillates ab.” 

Es wurde zunachst versucht, reines Squalen unter diesen Be- 
dingungen zu destillieren. Dabei ergab sich, da bei Mengen von 
0,5 bis 1 g Squalen ein Drittel bis zur Halfte der Einwaage verharzten 
und sich damit dem Nachweis entzogen. Dies trat auch dann noch ein, 
wenn die Destillation bei 4mm Druck Quecksilber und einer Siede 
temperatur von etwa 210° vorgenommen wurde. 


Bei der Destillation einer Mischung von | Teil Squalen mit 10 Teilen 


Ergosterin, die im giinstigsten Falle der Zusammensetzung des Unver- 


seifbaren entsprechen kénnte, trat ebenfalls Verharzung ein. Zudem 
konnte im Destillat mit Schwefelsiure und Essigsiureanhydrid nach 
A. Salkowski* Sterin, d.h. Ergosterin, nachgewiesen werden. 

Es war zu priifen, ob vielleicht unter den bei der Untersuchung 
des Haifischleberdles gegebenen Bedingungen also bei einem Gehalt 
von etwa 50°, Glyceriden die Verharzung des Squalens so langsam 
erfolgt, daB eine naherungsweise quantitative Destillation méglich ist 
Bei einem Gehalt von 0,5 bis 5°,, an Unverseifbarem, d. h. giinstigen- 


falls von 0,2 bis 1°, Squalen, versprach eine direkte Destillation des 


' DPD. Holde u. W. Bleyberg, Kohlenwasserstofféle und Fette, S. 766ff. 
J. Springer, Berlin 1933; vgl. auch H. I. Hofmann, Angew. Chem. 952, 9%. 
1939. — 2 Liebigs Ann. 510, 129, 1934; 516, 231, 1935; Fette und Seifen 
43, 250, 1936; 44, 9, 1937. — 3 J. Ind. and Engin. Chem. 12, 63, 1920. 
' Zeitschr. f. anal. Chem. 11, 44, 1872; 26, 568, 1887; Zeitschr. f. physio! 
Chem. 47, 335, 1906. 
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Oles (ohne vorherige Anreicherung des Squalens) keinen Erfolg. Es 
wurde deshalb das Squalen in etwa der gleichen Menge eines Trageréles 
Weizenkeimlings6l mit einem Gehalt an Unverseifbarem von 5,66°,,) 
velést. Bei der Destillation im Vakuum gingen kleine Mengen von Saure 
iiber, die, titriert und als Olsiure berechnet, vom Gewicht des Destillats 
abgezogen wurden. Die Menge dieser Sauren war in allen Versuchen die 
gleiche und entsprach derjenigen, die bei der Destillation desselben Oles 
ohne Zusatz von Squalen erhalten worden war. In einem Fall wurde 
dem Ol das oben erwihnte Gemisch von Squalen und Ergosterin zu- 
vesetzt. Es lieBen sich im Destillat mittels der Sterinreaktion Spuren 
von Ergosterin nachweisen. Alle Destillationen wurden bei 4 mm Druck 
Quecksilber und 210 bis 215° ausgefiihrt (vgl. Tabelle 1). 


Tabelle I. Die Ermittlung kleiner Mengen von Squalen durch 
Destillation unter Verwendung eines Trageréles. 





Olsiiure Squalen 
| Ausbeute 


Kinwaage Destillat im Destillat | an Squalen 


g @ 0), 
0,0167 0.0165 


0,9192 g Squalen + 1g € 0.7614 0,0163 = 0,7451 81 
0,7827 + 0,6111 0,0164 0,5947 76 


0,5525 ¢ ces Si ae 0,3700 0.0165 0,3535 64 


0,1125 we Zz, 
4-1 g Ergosterin 0,0678 0,0164 0,0514 46,5 


Nach der Tabelle I sind die Ausbeuten durchwegs besser als bei der 
Destillation von Squalen allein, wobei maximal nur 64,5°,, der Einwaage 
wiedergefunden wurden. Die iibergehenden Anteile sind aber fiir eine 
quantitative Bestimmung zu klein und vor allem zu stark abhangig von 
dem Mengenverhaltnis des Squalens zum Tragerél. Das Verfahren ist 
also zum Nachweis geringer Mengen Squalen neben anderen Bestand- 
teilen des Unverseifbaren ungeeignet. 


3. Chromatographische Adsorptionsanal yse. 

Die chromotographische Adsorptionsanalvse ist fiir solche Fille als 
Trennungsmethode besonders angezeigt, bei denen Stoffe von ver- 
schiedener chemischer Konstitution sich durch Kristallisation oder 
Destillation nicht trennen lassen; das Verfahren erméglicht die Erfassung 
auch sehr kleiner Substanzmengen neben groben Mengen anderer 
Stoffe. Solche Voraussetzungen sind bei der Aufgabe der Bestimmung 
von Squalen in dem unverseifbaren Bestandteil der Fette gegeben. 

T. Thorbjarnarson und I.C. Drummond! wandten das Verfahren 
zum ersten Male auf dieses Gebiet an. Sie zerlegten das Unverseifbare des 


' Analyst. 60, 23, 1935 
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Olivenéls zunachst mit Methylalkohol in vier verschieden schwer léslich 
Fraktionen. Der am leichtesten lésliche Anteil wurde in einer geringe; 
Menge einer Mischung aus 90%, Petrolather (Siedepunkt 40 bis 60°) und 
10%, Benzol aufgenommen und durch Aluminiumoxyd filtriert; es wurcd 
mit dem Lésungsmittelgemisch ausgewaschen, bis das Adsorbat der unterste; 
Zone das untere Ende der Adsorptionsréhre erreicht hatte. Sie erhielten 
auf diese Weise vier Zonen, die sie mit einer Mischung aus 75 °% Petrolithe: 
und 25°, Methanol eluierten. Zur Charakterisierung wurden die Jodzahley 
der einzelnen Zonen bestimmt. 

Das Filtrat hinterlie} nach dem Abdampfen des Lésungsmittels ein 
farbloses, geruchloses, bewegliches Ol, namlich Squalen, vermischt mit 
wenig sauerstoffhaltigen Verunreinigungen und mit etwas gesattigtem 
Kohlenwasserstoff. 

Mit dem gleichen Ergebnis untersuchten die beiden Forscher nach diese: 
Methode auch das Unverseifbare von Weizenkeimlingsél. Spater wandten 
J.C. Drummond, A, Santos Ruiz und T. Thorbjarnarson' das Verfahren 
auf die Untersuchung des unverseifbaren Riickstandes verschiedene1 
Fischéle an. 

Nach den angestellten Versuchen gehen bei Verwendung von Alu 
miniumoxyd als Adsorbens und Petrolaither als Lésungsmittel gesattigte 
Kohlenwasserstoffe, schwach .ungesattigte Kohlenwasserstoffe und ein 
Teil der Kohlenwasserstoffe von der Art des Squalens schnell ins Filtrat 
Ungesattigte Alkohole suchen die untersten Schichten der Saule auf. Sterine 
finden sich meist in einem gut ausgepragten Ring in |, der Saulenlange, 
von der Spitze ab gemessen. Mit den Sterinen zusammen oder in ihret 
Niihe werden die Lipochrome vom Xanthophylltypus adsorbiert ; gesattigte 
Alkohole sammeln sich am oberem Ende der Réhre an. Das Verhalten de: 
einzelnen Bestandteile hangt jedoch stark von der chemischen Art der gleich- 
zeitig anwesenden Substanzen ab. 


Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zunachst mit dem 
Unverseifbaren des Hefefetts, das mit Methylalkohol von der Haupt- 
menge der Sterine befreit worden war, einige Versuche zur Ermittlung 
der giinstigsten Arbeitsbedingungen durchgefihrt. 

Ein Adsorptionsrohr nach G. Hesse* von 25 em Lange und 1,3 em lichte! 
Weite wurde etwa 20cm hoch mit dem Adsorbens gefiillt und mit dem 
Lé:sungsmittel durchtrankt. Dann wurden 5 g des Unverseifbaren in 10 ccm 
Lésungsmittel aufgencmmen, durch einen Tropftrichter zugegeben, unte! 
dem Druck eines Kohlendioxyd-Kippapparats durch die Séule filtriert und 
diese dreimal mit je 10 ccm Lésungsmittel nachgewaschen. Die Filtrate 
wurden getrennt in einer mit Kohlendioxyd gefiillten und nach auBen durcl 
ein Bunsenventil abgeschlossenen Saugflasche aufgefangen. Nach dem 
Verjagen des Lésungsmittels wurde der Riickstand nach A. Salkowski aw 
Eirgosterin und gelést in Ather — durch Einleiten von Chlor wasserstoft 
auf Squalen gepriift. 


Die Méglichkeiten zur Abwandlung dieses Verfahrens liegen in de! 
Anwendung verschiedener Arten und Mengen von Lésungsmitteln 
Waschfliissigkeiten und Adsorbentien. 


' An. Soc. Espan. Fisica Quim. 33, 680, 1935. — * Angew. Chem. 44, 
315, 1936. 
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a) Lésungsmittel. Die Ergebnisse der Versuche mit den Lésungs- 
mitteln Benzol, Hexan und Ather alle tiber Natrium destilliert — 
sind in der Tabelle Il zusammengefaBt. 


Tabelle II. Die Trennung von Squalen und Ergosterin durch 
chromatographische Adsorption bei Anwendung verschiedener 
Losungsmittel. 





Riickstand 4 Priifung auf 
Art des Lésungsmittels des Filtrats warbe ; 


" des Filtrats Squalen Sterin 


0,9229 gelb 
Benzol 1,2078 hellbraun 
1,0012 dunkelbraun schwach -+- 


0,8997 hellgelb 
Hexan 1,2205 dunkelgelb } 
1,1630 dunkelbraun 4 schwach + 


i 1,2913 gelb _ 
Ather 1,3892 hellbraun schwach + 
1,2454 dunkelbraun + 


| 1,0157 hellgelb 
1,3013 hellbraun zweifelhaft 
| 1,1922 dunkelbraun ! + 


Ather + Benzol 1:1 

Aus Tabelle II laBt sich entnehmen, das Hexan und Benzol etwa 
gleichwertig sind. Aus Ather werden die Sterine weniger gut adsorbiert. 
Er ist deshalb als Lésungsmittel zur chromatographischen Trennung von 
Ergosterin und Squalen ungeeignet. 

Ein weiterer Versuch wurde durchgefiihrt mit 1 g Ergosterin und 1 g 
Squalen, gelést in 5 cem Hexan, in einer 8 ccm hohen Saéule von Aluminium- 
oxyd unter dreimaligem Waschen mit je 5cem Hexan. Der Riickstand 
des Filtrats betrug 0,9756 g. Er war schwach gelb gefarbt und frei von 
Ergosterin. 

Eine Trennung von Squalen und Sterinen ist also durch Adsorption 
des Sterins aus einer Lésung in Hexan oder Benzol an Aluminiumoxyd 
angenahert quantitativ durchfiihrbar, wenn beide Substanzen rein vor- 
liegen. Die sonstigen Begleitstoffe, die im Unverseifbaren enthalten 
sind, wirken sich insofern sehr nachteilig aus, als zwar das Sterin in der 
Saule und das Squalen im Filtrat angereichert werden, dai aber ein 
Teil des ersteren auch beim Kohlenwasserstoff zu finden ist.. Eine quanti- 
tative Trennung dieser beiden Stoffe voneinander ist im Unverseifbaren 
nicht mdglich. 


b) Adsorbens. Es blieb noch die Méglichkeit offen, daB sich die eben 
beschriebenen Verhaltnisse bei Verwendung eines anderen Adsorptions- 
mittels andern wiirden. Es wurden deshalb an Stelle von Aluminium- 
oxyd Tierkohle (Kah/bawm) und Carbo medicinalis (Werck) auf ihre 


Biochemische Zeitschrift Band 300. 25 
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Verwendungsmoéglichkeit hin gepriift. Die Adsorptionssaulen waren i) 
allgemeinen so dicht, daB man mit voller Kraft der Wasserstrahlpumye 
saugen mute. Die Filtrate waren viel schwacher gefarbt, enthielten 
aber noch fast das gesamte verwendete Ergosterin, waihrend ein Te! 
des Squalens ziemlich lange in der Saule festgehalten wurde. 


Eine Adsorptionssaule, die in der oberen Halfte aus Kohle und in 
der unteren aus Aluminiumoxyd bestand, erwies sich als ungeeignet 
Das Lésungsmittel floB durch die Aluminiumoxydsiule viel schneller 
als durch die Kohlenstoffsiule, so daB bei dem starken Unterdruck, der 
zur Filtration durch Kohle nétig war, das Aluminiumoxyd trocken- 
gesaugt wurde. 


Weiterhin wurde eine Bleicherde, namlich Standard-Clarit der chem 
Fabrik Heufeld-Obbay., untersucht. Es zeigte sich, daB, ebenso wie bei 
der Kohle, zwar die gelben Farbstoffe verhaltnismaBig gut, die Sterine 
dagegen fast gar nicht adsorbiert wurden. Da aber die KorngréBe des 
Clarits derjenigen des Aluminiumoxyds ziemlich ahnlich ist, versprach 
die Adsorption an einer Siule aus beiden Adsorbentien Erfolg. 


Es wurde ein Adsorptionsrohr nach G. Hesse! von 1,3 em lichter 
Weite und 35 cm Lange 18 cm hoch mit Aluminiumoxyd und dariiber 
9em hoch mit Clarit gefiillt und unter schwachem Saugen mit 20 cem 
Benzol getrankt. , 


5g des von der Hauptmenge der Sterine befreiten Unverseifbaren 
des Hefefettes wurden in 20 ccm Benzol gelést, durch die Saule filtriert 
und diese zweimal mit je 5ccm Benzol nachgewaschen. Nach Zugabe 
von weiteren 5 ccm Benzol war der unterste braune Ring am unteren 
Ende der Saule angelangt. Nun wurde die Vorlage gewechselt und die 
Réhre mit weiteren 15 com Benzol nachgewaschen. Nach nochmaligem 
Wechseln der Vorlage wurden weitere 25 cem Benzol aufgegossen und 


| SSS 1,5611 g, hellgelbes Ol, hauptsachlich Squalen. 

SSA Sch vib.d ach eieies 1;5114 g, tiefbraunes Ol, viel Squalen, Sterin 
fraglich. 

STNG Sa a ee wees 0,2162 g, tiefbraunes Wachs, Sterine und 


etwas Squalen. 
1. Saulenabschnitt .... 0,2216g, braune zihe, salbenartige Masse, 
Sterine, Squalen zweifelhaft. 


2. Saulenabschnitt .... 0,2567 g, dunkelbraune, salbenartige Masse. 


3. Saéulenabschnitt .... 0,2924g, gelb, fest, Sterine. 
4. Siulenabschnitt .... 0,4190g, gelb, fest. 
Claritsfule ......... 0,5015 g, gelbe, salbenartige Masse. 


4,9799 g. 


' Angew. Chem. 49, 315, 1936. 
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die Saule trocken gesaugt. Das Aluminiumoxyd wurde nun von unten 
nach oben in 3 Teile von je 4¢m und einen vierten von 6 em Lange 
veteilt. Die ersten drei Abschnitte wurden zweimal mit je 100 cem Me- 
thanol eluiert. Der vierte Abschnitt wurde zweimal mit 100 ccm und 
einmal mit 50 cem Methanol eluiert und mit 50 cem Ather nachgewaschen. 
Die Claritsiule wurde im ganzen mit Benzol-Methanol (1: 1) extrahiert. 
Man erhielt auf diese Weise vorstehende Fraktionen. 


Aus dem Versuch ergibt sich, da auch auf diese Weise eine an- 
yenaherte quantitative Trennung des Squalens von den iibrigen Be- 
standteilen des Unverseifbaren, in der Hauptsache von den Sterinen, 
nicht méglich ist. Doch findet sich bei geniigendem Auswaschen das 
Squalen vollstandig und stark angereichert im Filtrat wieder. 


Durch quantitative Abtrennung von den anderen Bestandteilen 
des Unverseifbaren und Wagung ist Squalen also nicht zu bestimmen. 
Damit wird an eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Squalen 
eine neue Anforderung gestellt. Sie darf durch die Gegenwart von 
Stoffen, die allgemein im Unverseifbaren vorkommen, nicht gestéri 
werden. 


!. Hexahydrochlorid. 


M. Tsujimoto!, A.Ch. Chapman? und J. M. Heilbron® erhielten 
durch Kinleiten von trockenem Chlorwasserstoff in die Ather- oder 
Acetonlésung von Squalen kristallisierte Niederschlage von Squalen- 
hexahvdrochlorid (Schmelzp. 112. bis 125° unscharf). Diese Reaktion 
eignet sich sehr gut zur Charakterisierung von Squalen. Es wurde 
deshalb versucht, sie zu einer quantitativen Bestimmungsmethode aus- 


zubauen. 


Aus Atherlésung erhalt man nach J... Heilbron schon bei sehr 
veringfiigigen Anderungen der Versuchsbedingungen verschiedene Pro- 
dukte. Die folgenden Versuche wurden deshalb in trockenem Aceton 
durchgefiihrt. 


Die Substanz wurde in einem etwa 50 ccm fassenden biunenférmigen 
Schliffkolben eingewogen, mit der dreifachen Menge eines bei 5° C mit 
Chlorwasserstoff gesattigten Acetons versetzt und in einer Kaltemischung 
stark abgekiihlt. Dann leitete man durch ein eingeschliffenes Gaseinleitungs- 
rohr, das bis zum Boden des Kolbens reichte, 3 Stunden lang trockenes 
Chlorwasserstoffgas ein. Der Niederschlag von Squalenhexahydrochlorid 
wurde dreimal mit bei -- 5° mit Chlorwasserstoff gesittigtem Aceton de- 
kantiert, quantitativ auf ein Glasfilter gebracht und mit kaltem Ather 
ausgewaschen. Weiteres Einleiten von Chlorwasserstoff in die Mutter- 
lauge lieferte im allgemeinen nur noch geringfiigige Niederschlage. Die 


' J. Ind. and Engin. Chem. 8, 889, 1916. 2 J. Chem. Soe. London 
111, 56, 1917. ’ Ebenda 1926, 1630. 
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Versuche mit reinem Squalen ergaben die in der Tabelle TTT auswahtswe x 
zusammengestellten Werte. 

Nach Tabelle LLL erfabt dieses Verfahren somit rund 80°,” des vor 
handenen Squalens. Ergosterin und Cholesterin geben unter dey 
vleichen Bedingungen stark braun gefairbte harzige Massen, aber kein 
kristallisierten Produkte. 


Tabelle III]. Die Ermittlung von Squalen als Hexahydrochlorid 





Squalenhexahydrochlorid 


Nr. tieieeel berechnet gefunden nee 
g g g 0 
I 1,0157 1,5572 1,2249 80,95 
2 0,5214 0,8012 0.6572 82,02 
3 0,3417 0,4443 0,3417 76,90 


Im Unverseifbaren sind neben dem Squalen immer grobe Mengen 
anderer Substanzen vorhanden, die fiir Squalen gewissermafen als ein 
Verdiinnungsmittel wirken. Man wiirde also immer mit einem sehr viel 
gréBeren CbherschuB an Lésungsmitteln arbeiten, als vorstehend zur 
Anwendung kam. Deshalb war es wichtig, die Erfassungsgrenze des 
Verfahrens festzustellen. Zu diesem Zweck wurden von einer Lésung 
von 0,1 g Squalen in 50 cem Aceton aliquote kleine Mengen in den 
Schliffkolben abpipettiert : das Losungsmittel wurde im Kohlendioxyd- 
strom abgedampft und nach Zugabe von 3g mit Chlorwasserstoff 
gesattigtem Aceton 3 Stunden in der Kalte mit trockenem Chlorwasser-. 
stoff behandelt. Es ergaben sich folgende Resultate: 


0,002 g Squalen Rottarbung, 

0,004 g ve Dunkelrotfarbung, 
0,01 g ee Schwarztarbung, 
0,02 g a Triibung, 

0,03 g = Starke Triibung. 


Beim letzten Versuch setzte sich der Niederschlag beim Zentri- 
fugieren ab und konnte unter dem Mikroskop und durch seinen Mikro 
schmelzpunkt von 119° als Squalenhexahydrochlorid erkannt werden 


Nach dieser Methode lieB sich also noch eine Menge von 0,03 g 
Squalen in einem nicht mitreagierenden Verdiinnungsmittel (Ver 
diinnung 1: 100) identifizieren. Bei der Untersuchung von Unverseif- 
barem, das im Fett zu etwa 0,5 bis 5°,, enthalten ist, entsprache dies 
einer Erfahrungsgrenze von 0,15 bis 0,015 g Squalen je 100 g urspriing 
liches Fett. Eine deutliche Rotfarbung tritt noch bei Anwesenheit von 


0,001 g Squalen im indifferenten Lésungsmittel auf. Diese Grenzen 
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werden sich natirlich etwas verschieben, wenn aus den Begleitstoffen 


Harze entstehen. 


Die Reaktion mit Squalenhexahydrochlorid ist also sehr empfindlich. 
sie kann durch vorangehende Anreicherung von Squalen noch empfind- 


licher gestaltet werden, 


5. Squalendodekabromid. 

Kin weiteres Halogenderivat des Squalens, das sich zu dessen Identift- 
zierung eignet, ist das Dodekabromid. 

Nach der Vorschrift von J. .M. Heilbron, W.M.Owens und J. A. 
Simpson! versetzt man 20g Squalen in 150g absolutem Ather bei 25° 
mit einer Lésung von 90 g¢ Brom in 200 cem absolutem Ather. Nach 30 Mi- 
nuten scheiden sich farblose Kristalle ab, die ber 160° dunkel werden und 
hei 185° schmelzen. Durch Eindampfen der Mutterlauge unter vermindertem 
Diuek und Verreiben der zihgelben Substanz mit Essigester erhalt man eine 
zweite Kristallfraktion. 

Die Ausbeuten bei dieser Methode betragen bei genauem Einhalten der 
Vorschrift wie bei der Herstellung des Hexahydrochlorids etwa 80°, der 
Theorie. Die Kristalle sind auBerordentlich empfindlich gegen Feuchtigkeit, 
und das Arbeiten bei 25°C macht die Methode ziemlich umstandlich. 
Sie bedeutet also keinen Fortschritt gegeniiber der Bestimmung des Squalens 
als Hexahydrochlorid und wurde deshalb nicht weiter verfolgt. 


6. Ergebnis. 

Nach den vorausgehenden Versuchen kommt als einfachste Me- 
thode zur Bestimmung von Squalen die Fallung als Hexahydrochlorid 
in stark abgekiihltem Aceton in Frage. Bei negativem Ergebnis der 
direkten Fallung muB der Bestimmung eine chromatographische An- 
reicherung vorangehen. Entsteht auch dann kein Niederschlag, so ist 
mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen, da die untersuchte Sub- 
stanz keine in Betracht kommenden Mengen von Squalen enthalt. 

Nach diesen Gesichtspunkten wurden die im folgenden beschriebenen 
Untersuchungen an verschiedenen Fetten durchgefiihrt. 

Hier sei noch ergainzend bemerkt, da weiterhin eingehende Ver- 
suche? durchgefiihrt worden sind, um eine quantitative Bestimmung 
des Squalens auf dem Wege tiber die Ozonisierung, auf dem Wege der 
Oxydation mit Hydroperoxyd in Eisessiglésung sowie unter Heran- 
zichung einiger Farbreaktionen (Antimonpentachlorid, Zinntetrachlorid, 
Nitrosvlchlorid, Amylnitrit, Tetranitromethan) zu verwirklichen. Die 
Ergebnisse dieser Untersuchungen waren bisher unbefriedigend und 
vermittelten keine ausnutzbaren Anhaltspunkte. 


' J. Chem. Soe. London 1929, S. 873. > Vel. M. Widmann, Das 
Vorkommen von Squalen in pflanzlichen und tierischen Fetten. Dissertation 
Miinchen 1937, Universitat. 
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B. Untersuchung einiger pflanzlicher und tierischer Fette aut 


Squalen, 
Die zur Untersuchung herangezogenen fetthaltigen Ausganys 
materialien wurden in zerkleinertem Zustand und zum Teil nach 
langerem ‘Trocknen bei 66° in der Kalte und unter méglichstem 


LuftabschluB mit peroxydfreiem Ather oder niedrig siedendem Petrol. 
‘ither erschépfend extrahiert. Die erhaltenen Ausziige wurden mit x 
gliihtem Natriumsulfat getrocknet und auf dem Wasserbad vom Lé 
sungsmittel befreit. Der letzte Rest vom Lésungsmittel lie sich 
durch zweistiindiges Erhitzen bei 46° und einstiindiges Erhitzen bei 
106° im Vakuum der Wasserstrahlpumpe entfernen. Es wurden fo! 
vende Fette untersucht : 


Tabelle IV. Auf Squalen gepriitte Fette. 





Gehalt des 
Jodzahl Fettes an 
des Fettes Unverseifbaren 


) 


Verseifungs- 
Nr Art des Fettes Loésungsmittel zahl 
des Fettes 


l Schimmelpilzfett . . Petrolither 170,0 125,8 9,95, 
(techn.) davon 8,72 
Mineralé] 
2 Mutterkornfett .... Petrolather 194,2 77,6 1,34 
3 Pinienkernfett .... Ather 188,0 117,0 0,84 
4 HaselnuBfett ...... me 192,8 86,9 0,33 
5 Kakaobutter ...... m 193,0 35,9 0,56 
6 Mandarinenkernfett - 195,4 107,0 0,62 
7 Weizenkeimlingsfett Alkohol-Benzol i87,4 116.7 5,66 
8 Mehlwurmfett .... Ather 194,2 77,5 3,76 
9 Entenbauchfett ... % 193,9 68,8 0,24 


Bei der Wahl der Pflanzenfette wurde besonderer Wert daraut 
gelegt, daB Vertreter botanisch verschiedener Pflanzengruppen erfalst 
wurden. Auf die Untersuchung von weiteren tierischen Fetten, die ur- 
spriinglich vorgesehen war, wurde nach den negativen Ergebnissen bei 
Pflanzenfetten verzichtet: dazu war um so mehr Veranlassung gegeben, 
als H.S. Channon und 8S. F. Marrian' bei der Untersuchung von Leber- 
fetten zahlreicher Saugetiere Squalen nicht feststellen konnten. 


Die quantitative Bestimmung des Unverseifbaren erfolgte nach der 
Vorschrift der .,Einheitlichen Untersuchungsmethoden fiir die Fett- 
und Wachsindustrie’, herausgegeben von der Wissenschaftlichen 
Zentralstelle fiir Ol- und Fettforschung (Wiz6ff.), Berlin, 2. Aufl 
Stuttgart 1930. 


' Biochem. J. 20, 409, 1926. 
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1. Isolierung des Unverseifbaren. 


Zur Isolierung der unverseifbaren Bestandteile wurden 100 g¢ Fett mit 
35g Kaliumhydroxyd in 150 ccm Methylalkchol 1 Stunde lang am Riick 
fluBkiihler verseift. Dann wurde die Hauptmenge des Methanols ab- 
destilliert, der Riickstand mit etwa | Liter heibem Wasser aafgenommen 
und nach dem Erkalten vier- bis fiinfraal mit je | Liter petoxydfreiem 
\ther ausgeschiittelt. Es erwies sich als ungiinstig, so lange auszuschiitteln, 
his eine Probe der Athersehicht keinen Abdampfriickstand mehr gab, weil 
dabei zuletzt nur noch Seifen in Lésung gingen. Die vereinigten Ather- 
lésungen wurden viermal mit Wasser gewaschen, tiber Natriumsulfat 
vetrocknet und auf dem Wassetbad vom Ather befreit. Der Riickstand 
léste sich klar in warmem Hexan. Trotzdem enthielt er, wie das Chromato- 
gramm zeigte, noch kleine Mengen von Seife. Diese konnten aber im vor- 
liegenden Falle vernachlassigt werden; das Unverseifbare wurde ohne 
weitere Behandlung zur Priifung auf Squalen verwendet. 


2. Priifung auf Squalen. 


Zur Priifung auf Squalen wurden etwa 2 g des Unverseifbaren mit 
ig bei 5° mit Chlorwasserstoff gesittigtem Aceton iibergossen. 
Hierauf wurde unter Kiihlung in Kaltemischung 3 Stunden lang trocke- 
ner Chlorwasserstoff eingeleitet, wobei die Lésung sich tiber Braun oder 
Griin bis Schwarz farbte. Rotfairbung konnte in keinem Falle beob- 
achtet werden. Man erhielt in allen Fallen kleine Mengen eines kristalli- 
sierten Niederschlages, der aber in allen gebrauchlichen Lésungsmitteln 
leicht léslich war und sich auch kristallographisch von Squalenhexa- 
hydrochlorid deutlich unterschied. Diese Verhaltnisse anderten sich 
auch nicht nach einer chromatographischen Anreicherung der schwer 
adsorbierbaren Bestandteile des Unverseifbaren auf das Dreifache. 
Demnach enthalt das in der vorbeschriebenen Weise hergestellte Un- 
verseifbare der untersuchten Fette weniger als 1°... wahrscheinlich aber 


gar kein Squalen. 


Beim Weizenkeimlingsfett und beim Mehheurmfett wurde die kri- 
stalline Fallung naher untersucht. 


(. Untersuchung der durch Chlorwasserstoff aus der Acetonlésung 
des Unverseifbaren erhaltenen kristallisierten Fallung. 


1. Mehlwurmfett. 


Zur Gewinnung des untetsuchten Fettes wurden Mehiwiiimer mit 
Ather getétet. etwa 2 Tage lang bei 60° getrocknet, zetkleinert, im So.chlet 
Apparat mit Ather extrahiert und der Ather durch E:hitzen im Vakwam 
auf dem Wasserbad entfernt. Dabei erhielt man ein dunkelbraunes Ol von 
eigentiimlichem Geruch. Nach einigem Stehen schieden sich daraus weike 
Drusen von Cholesterin ab. Das Fett hatte eine Verseifungszahl von 194,2, 
eine Jodzahl von 77,5 und enthielt 3,76 °, Unverseifbares. 
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6,1450 ¢ des Unverseifbaren wurden in 5cem warmem Hexan gel 
und unter dem Druck eines Kohlendioxyd-Kippapparates durch eine 18 © 
hohe, mit Hexan getrinkte Séule von Aluminiumoxyd filtriert. Daly 
schied sich die noch vothandene Seife bereits iiber der Saéule in Form ein: 
lockeren, schwach bréunlichen Kuchens ab. Nach dem Nachwaschen mii 
Seem Hexan wurde die Vorlage gewechselt.. Das Filtrat 1 hinterlieB bein 
Abdampfen des Lésungsmittels 1,9043 g einer geruchlosen, braunen, hoch 
viskosen Fliissigkeit. 


Nach Auswaschen mit weiteren 10 cem Hexan erhielt man ein Filtrat 2, 
aus dem beim Abdampfen 2,0895 g¢ einer goldgelben, beweglichen Fliissig 
keit mit einem geringen Gehalt an festen weiBen Bestandteilen zuriick 
blieben. 


Filtrat 3, nach dem Auswaschen mit weiteren LO cem Hexan erhalten, 
gab beim Eindampfen 0,1740 g einer gelblichen, wachsartigen Masse. 


Aus dem Filtrat 4, das sich nach Zugabe von weiteren 20 cem Hexan 
und nach dem Trockensaugen der Saéule in der Vorlage sammelte, erhielt 
man 0,0465 g eines festen, gelblichen Riickstandes. 


Die Riickstande von Filtrat 3 und 4 wurden gemeinsam in azetoniget 
Losung mit Chlorwasserstoff behandelt. Sie farbten sich schwarzgriin und 
ergaben nur sehr kleine Mengen eines weiben Niederschlags, leicht léslich 
in Ather und Aceton, der nicht naiher untersucht wurde. 

Aus dem Riickstand von Filtrat | entstand beim Einleiten von Chior 
wasserstoff in die acetonige Lésung ein weifBer, paraffindéhnlicher Niedet 
schlag, der nur wenige kleine, diinne Nadeln enthielt. Kristallisierte Pro- 
dukte konnten daraus nicht isoliertwerden. 

Der Riickstand von Filtrat 2 ergab, ebenfalls unter Schwarzfarbung. 
wenige, mit harzigen Stoffen verunreinigte, kleine, weiBe Nadeln. Aus 
Hexan kristallisierte die Substanz schlecht in klemen Kérnchen aus. Durch 
wiederholtes Umkristallisieren aus heiBem Aceton konnten die Verunreini 
gungen entfernt werden. Die Nadeln zeigten bei der Mikro-Schmelzpunkts 
bestimmung nach L. Kofler! einen Schmelzpunkt von 52,0°. Der Stoff 
war bestimmt nicht rein, doch reichte die vorhandene Menge zu eine! 
weiteren Reinigung und Priifung nicht aus. 


2. Weizenkeimlingsfett. 


Zur Herstellung des untersuchten Fettes wurden Weizenkeimlinge 
gemahlen und kalt mit Alkohol-Benzol (1:1) ausgezogen. Nach dem 
Verdampfen des Lésungsmittels auf dem Wasserbad erhielt man ein dunkel- 
braunes Ol mit der Verseifungszahl 187.4, der Jodzahl 116.7 und einem 
Gehalt an Unverseifbarem von 5,66 %%. 


6,45 g dieses Unverseifbaren wurden in 10 cem eines Gemisches aus 
gleichen Teilen Hexan und Benzol in der Warme gelést und unter Kohlen 
dioxyd durch eine 18 ¢m hohe, hexangetrankte Saule von Aluminiumoxyd 
filtriert. Nach dem Auswaschen mit 5cem Hexan wurde das Filtrat 1 
abgetrennt, das beim Eindampfen 2.1250 g einer schwach rotbraunen, 
wachsartigen Masse hinterlieB. 


' Arch. d. Pharmaz. 270, 293, 1923. 
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Das Filtrat 2, erhalten nach dem Auswaschen mit 1LO0cem Benzol, 
ergab 2,001 g einer dunkelbraunen, hochviskosen Fliissigkeit mit einigen 
weiBen Flocken. 


Filtrat 5. nach dem Auswaschen mit 20 cem Hexan, ergab 0.1850 2 
eines festen, schwach braunlichen Riiekstandes. 


Nach dem Auswaschen mit weiteren 20 com Hexan und dem Trocken 
saugen der Saule erhielt man beim Abdampfen (,0105 g einer festen, schwach 
braunlichen Substanz von stechendem Geruch. Dieses Filtrat 4 gab beim 
Behandeln mit Chlotwasserstoff in acetoniger Lésung nur eine schwache 
Braunfarbung der Lésung und keinen Niederschlag. 


Der Riickstand von Filtrat 3 farbte sich beim Behandeln mit Chlor- 
wasserstotf in Aceton tief schwarzbraun. Dabei entstanden kleine Mengen 
eines weiBben Niederschlages, der neben viel harzigen Stoffen kleine, diinne 
Nadeln vom Schmelzpunkt 133,5° enthielt. 





Abb. 1. Hexahydrochlorid des Squalens (VergréBerung 150 fach). 


Aus Filtrat 2 erhielt man durch Einleiten von Chlorwasserstoff in die 
Acetonlésung ebenfalls unter Schwarzbraunfarbung gréBere Mengen 
eines mit harzigen Stoffen verunreinigten kristallisierten Niederschlags. 
Dieser bestand aus kleinen, sechseckigen Blattchen und sehr kleinen, igel- 
artigen Kristalldrusen. Durch fraktionierte Kristallisation aus heiBbem 
Aceton konnten die leichter léslichen Blattchen rein erhalten werden. Sie 
zeigten bei der Mikro-Schmelzpunktsbestimmung nach L. Kofler einen 
scharfen Schmelzpunkt bei 131,5°. Bei fliichtiger mikroskopischer Unter- 
suchung kénnten sie vielleicht als Squalenhexahydrochlorid angesehen 
werden, doch zeigt eine Gegeniiberstellung der beiden Substanzen, dab es 
sich wohl um verschiedene Kristallformen handelt (Abb. 1 und 2). Beide 
Substanzen unterscheiden sich auch stark in ihren Léslichkeitsverhalt - 
nissen. Infolge Materialmangels konnten weitere Identifizierungsversuche 
nicht durchgefiihrt werden; sie sind aber im Gange. 


Aus dem Riickstand von Filtrat 1 wurden durch Chlorwasserstoff in 
Aceton gréBere Mengen eines durch harzige Stoffe verunreinigten kristallinen 
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Niederschlags gefallt. Dieser bestand, wie die mikroskopische Untersuchu: 

ergab, hauptsachlich aus igelartigen Kristalldrusen, ganz wenigen Platteh 

und wenig mittelgroBen, breiten Kristallnadeln. Durch fraktioniert 

Kristallisation aus heiBem Aceton wurden daraus die Kristalldrusen wu 

lange, breite, seidenartige Nadeln isoliert. Die Nadeln schmolzen schari 
bei 133,5°. Die Kristalldrusen sublimierten bei 200° unter starker Braw 

farbung des Riickstandes. Durch Mikrobestimmung nach L. Kofler konnt: 
der Schmelzpunkt der stark dunkelbraun gefarbten Substanz zu 250° 
ermittelt werden. Weitere Priifungen konnten, da das Untersuchungsmateria| 
nicht ausreichte, nicht ausgefiihrt werden. 


Abb. 2. Kristalle aus dem,Unverseifbaren des Weizenkeimlingséles (VergriRerung 150 fach). 


Ergebnisse. 


Aus den Untersuchungen laBt sich folgern, da Squalen im allge- 
meinen in Fetten nicht enthalten ist bzw. nur in sehr kleinen Mengen 
vorhanden sein kann. Sein Vorkommen beschrankt sich anscheinend 
auf das Fett einiger weniger Pflanzen- und Tierarten. Eigenartigerweise 


leben die beiden Organismen, bei denen Squalen bisher in gréBeren 
Mengen festgestellt worden ist, namlich die Haifische! und die Hefe?. 
unter grundsatzlich verschiedenen Bedingungen und haben auch sonst 


keinerlei biologische Beziehungen zueinander. 


Beim Haifisch, in dessen Leberél es bis zu 90°, enthalten sein 
kann, findet sich das Squalen nicht bei jedem Tier. .W. 7'sujimoto und 
M. Tojama® stellten fest, daB die Leberéle von Haifischen in ihrer 
Zusammensetzung sehr stark schwanken und da® Ole mit einer Dichte 


1M. Tsujimoto u. M. Majima, J. Ind. and Engin. Chem. 8, 889, 1916: 
A. Chapman, J. Chem. Soc. London 111, 56, 1917. 2K. Téufel, H. Thaler 
u. H. Schreyegg, Fettchem. Umschau 48, 26, 1936. — *° J. Ind. and Engin. 
Chem. 12, 63, 1920. 
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von tiber 0,9 meist kein Squalen enthalten. Diese Befunde werden durch 
H. J. Channon’ bestitigt. 


Im Unverseifbaren des Hefefetts wurden von friiheren Untersuchern, 
zuletzt von H. Wieland und W.N. Stanley?, gréBere Mengen eines 
leicht beweglichen, hellgelben Oles aufgefunden, das K. Téiufel, H. Thaler 
und HH. Schreyegg als Squalen identifizierten. Es handelte sich hierbei 
um das Fett von Brauereihefe. Bei den von K. Tdufel und Mitarbeitern 
untersuchten Produkten schwankte der Gehalt an Unverseifbarem 
zwischen 10 und 20°, und derjenige an Squalen zwischen 5 und 15°... 
Daraus kann man schlieBen, daB sich das Squalen, ahnlich wie bei den 
Leberélen des Haifisches, auch in der Hefe in wechselnden Mengen 
findet, wobei die obwaltenden Bedingungen der Bildung vielleicht von 
ausschlaggebender Bedeutung sind. Es erscheint wiinschenswert, 
durch Ziichtungsversuche mit verschiedenen Heferassen unter ver- 
schiedenen Wachstumsgegebenheiten Aufschlu8 in dieser Richtung 
zu schaffen. Die Vermutung diirfte nicht abwegig sein, daB bei solehen 
Versuchen sich gleichzeitig Anhaltspunkte fiir die biologische Bedeutung 
dieses interessanten Stoffes werden gewinnen lassen. 


Bei den sonst im Schrifttum vorhandenen Angaben iiber das Vor- 
kommen von Squalen® handelt es sich immer um den Nachweis nur 
sehr kleiner Mengen. Eine Nachpriifung dieser Befunde erscheint auf 
Grund der neu vorliegenden Untersuchungsergebnisse zur Sicherstellung 
der Anschauungen als wiinschenswert. 


Da Squalen nach den Befunden dieser Arbeit nur bei wenigen 
Lebewesen und auch da nicht in allen Fallen vorzukommen scheint, 
hat die Annahme sehr wenig fiir sich, daB es eine regelmaBig auftretende 
Zwischenstufe bei der physiologisch so auferordentlich bedeutsamen 
Sterinsynthese ist. Will man aber irgendwelche theoretische Be- 
trachtungen anstellen, von der Vermutung ausgehend, daB ein in der 
Natur gebildeter Stoff biologisch auch eine Bedeutung haben muB, 
so sind vielleicht folgende Uberlegungen angebracht. 

a) Squalen kann bei manchen Tieren friiherer Erdzeitalter eine 
Rolle gespielt haben; es ist vielleicht im Laufe der Weiterentwicklung 
iiberfliissig geworden. Unter solcher Betrachtungsweise wire es dann 


als Uberrest einer vergangenen Lebensperiode anzusprechen. Dafiir 
spricht das Auftreten in niederorganisierten Lebewesen. Auch der 
Gehalt von Erdélen an stark ungesittigten, aliphatischen Kohlen- 


' Biochem. J. 22, 51, 1928. 2 Liebigs Ann. 489, 31, 1931. — 
’ D. Holde u. A. Gorgas, Fettchem. Umschau 382, 314, 1925; W. M. Cox 
jun. u. BE. BE. Reid, J. Amer. Chem. Soc. 54, 220, 1932; A. Dimter, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 208, 55, 1932. 
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wasserstoffen ist vielleicht in diesem Zusammenhang bemerkens.- 


wert !. 


b) Squalen kann das Ergebnis eines pathologischen? Geschehens 
sein. Damit ware verstandlich, daB es bei Haifischen in sehr unterschied- 
lichen Betragen auftritt bzw. tiberhaupt fehlt®. Diese Frage kénnte 
durch Ziichtungsversuche mit Hefe naher studiert werden. Dabei 
lieBen sich vielleicht auch Anhaltspunkte dafiir gewinnen, ob Squalen 
als Energiespeicher betrachtet werden kénnte. 


ce) Rein auBerlich nach der chemischen Konstitution gesehen, 
kénnte man einen Zusammenhang zwischen Squalen und Karotinoiden 
oder im besonderen Phytol vermuten; doch fenlen fiir diese Annahme 
zunichst die experimentellen Grundlagen. 


1 H. Mastbaum, Chem. Ztg. 39, 889, 1915. — ? A. Dimter, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 208, 55, 1932. — * M. Tsujimoto u. M. Tojama, J. Ind. 
and Engin. Chem. 8, 889, 1916. 





